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Abstrakt (CZ) 
V rámci první části této práce byly vyvinuty analytické metody pro stanovení 
nečistot účinných látek v kombinovaných léčivých přípravcích. Vývoj metod zahrnoval 
optimalizaci přípravy vzorků i jejich chromatografického stanovení. Metody byly 
zvalidovány dle platné mezinárodní směrnice International Conference on 
Harmonization  (ICH) a byla potvrzena jejich aplikovatelnost pro stanovení nečistot ve 
stabilitních vzorcích léčivých přípravků. Nečistoty paracetamolu, kodein fosfát 
hemihydrátu a pitofenon hydrochloridu v přítomnosti čtvrté účinné látky fenpiverin 
bromidu byly separovány iontově párovou reverzní chromatografií s gradientovou elucí. 
Byla použita kolona Symmetry C18, 250 x 4,6 mm, 5 µm vyhřátá na teplotu 35 °C. 
Detekční metoda byla zvolena spektrofotometrická s vlnovými délkami 220 nm pro 
nečistotu K paracetamolu, 245 nm pro paracetamol a jeho ostatní nečistoty a 285 nm 
pro kodein, pitofenon a jejich nečistoty. Pro separaci a stanovení nečistot valsartanu, 
amlodipin besilátu a hydrochlorothiazidu byla vyvinuta UHPLC metoda v reverzním 
chromatografickém módu s gradientovou elucí. Byla použita kolona Zorbax Eclipse C8 
RRHD, 100 x 3,0 mm, 1,8 µm vyhřátá na teplotu 30 °C. Detekční metoda byla zvolena 
spektrofotometrická s vlnovými délkami 225 nm pro valsartan, jeho nečistoty a 
nečistotu D amlodipin besilátu, 360 nm a 271 nm pro amlodipin, respektive 
hydrochlorothiazid a jejich nečistoty. 
Ve druhé části práce byly připraveny monolitické stacionární fáze ve formě tenké 
vrstvy na skleněném nosiči. Polymerizační směsi obsahovaly glycidyl-methakrylát a 
2-hydroxyethyl-methakrylát (monomery), ethylenglykol-dimethakrylát (síťovací 
činidlo), dekan-1-ol, cyklohexan-1-ol, propan-1-ol a butan-1,4-diol (porogenní složky) 
v různých poměrech a 2,2-dimethoxy-2-fenyl-acetofenon (iniciátor). Polymerizace 
monolitů (UV iniciace, 254 nm) probíhala mezi plexisklovou destičkou a silanizovaným 
mikroskopickým sklíčkem oddělenými teflonovým těsněním s definovanou tloušťkou 
25, 50, 76 a 127 µm. Sledovanými charakteristikami monolitických vrstev byly zejména 
jejich mechanická odolnost a rychlost vzlínání hexanu v závislosti na složení 
polymerizační směsi. Vybraná monolitická vrstva byla testována jako stacionární fáze 
pro hmotnostní detekci s desorpční atmosférickou fotoionizací (DAPPI). 
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Abstract (EN) 
In the first part of this work, analytical methods for determination of impurities of 
active pharmaceutical ingredients (API) in combined pharmaceutical dosage forms were 
developed and validated. Development of the methods covered both the optimization of 
sample preparation procedure and chromatographic conditions. The methods were 
validated according to International Conference on Harmonization guideline and both of 
them were confirmed to be able to analyze stability samples. Impurities in paracetamol, 
codeine phosphate hemihydrate and pitophenone hydrochloride in the presence of fourth 
API fenpiverinium bromide were separated by using ion-pair reversed phase 
chromatography with gradient elution. Symmetry C18, 250 x 4,6 mm, 5 µm heated to 
35 °C was used as a separation column. A diode array detector was used. The detection 
wavelengths were set as follows: 220 nm for paracetamol impurity K, 245 nm for 
paracetamol and its other impurities and 285 nm for codeine, pitophenone and their 
impurities. Impurities in valsartan, amlodipine besylate and hydrochlorothiazide were 
separated by reversed phase UHPLC method with gradient elution. Chromatographic 
column Zorbax Eclipse C8 RRHD, 100 x 3,0 mm, 1,8 µm heated to 30 °C and 
spectrophotometric detection were used. The detection wavelengths were set as follows: 
225 nm for valsartan, its impurities and for impurity D of amlodipine besylate, 360 nm 
and 271 nm for amlodipine, respectively hydrochlorothiazide and their impurities.  
In the second part of this work, thin-layer monolithic stationary phases were 
prepared on a glass holder. Polymerization mixtures contained glycidyl-methacrylate 
and 2-hydroxyethyl-methacrylate (monomers), ethyleneglycol-dimethacrylate (cross-
linker), decan-1-ol, cyclohexan-1-ol, propan-1-ol and butan-1,4-diol (porogens) in 
different ratios and 2,2-dimethoxy-2-phenyl-acetophenone as an initiator. Monolithic 
layers were prepared in-situ (UV initiation, 254 nm) between plexiglass and silanized 
glass layers separated by teflon gasket with defined thickness of 25, 50, 76 and 127 µm. 
The main examined characteristic of the monolithic layers were their mechanical 
stability and speed of capillary action of hexane depending on composition of 
polymerization mixture. The selected monolithic layer was tested as a stationary phase 
for mass detection with desorption atmospheric pressure photoionization (DAPPI). 
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Cíle práce 
Cílem první části této práce byl vývoj analytických metod pro stanovení nečistot 
účinných látek v kombinovaných léčivých přípravcích. Pro tento účel byly vybrány dva 
léčivé přípravky: 
• Spasmopan®, léková forma čípky kombinující účinné látky paracetamol 
v obsahu 500 mg, kodein fosfát hemihydrát v obsahu 19,2 mg, pitofenon 
hydrochlorid v obsahu 10 mg a fenpiverin bromid v obsahu 0,1 mg na jeden 
čípek.  
• Potahované tablety kombinující účinné látky valsartan v obsahu 320 mg, 
amlodipin besilát v obsahu 10 mg a hydrochlorothiazid v obsahu 25 mg na 
jednu potahovanou tabletu. 
Vývoj metod zahrnoval paralelní optimalizaci přípravy vzorku a 
chromatografických podmínek. Pří přípravě vzorku byly nejdůležitějšími faktory 
výtěžnost, opakovatelnost, stabilita analytů, kompatibilita s chromatografickými 
podmínkami, jednoduchost a časová nenáročnost. Vlastní chromatografické metody 
byly optimalizovány z hlediska selektivity, preciznosti, přesnosti, rozsahu, citlivosti, 
robustnosti a byly zvalidovány dle platné mezinárodní směrnice ICH. Vhodnost metod 
pro stabilitní studie léčivých přípravků byla potvrzena analýzou expirované šarže 
Spasmopanu® a degradační studie  v případě potahovaných tablet.  
Cílem druhé části práce byla příprava monolitických stacionárních fází pro 
tenkovrstvou chromatografii s hmotnostní detekcí analytů pomocí desorpční 
fotoionizační techniky DAPPI. Na základě publikovaných prací byl vyvinut postup 
přípravy monolitických tenkých vrstev v podmínkách naší laboratoře. Monolity byly 
připraveny na bázi methakrylátu z důvodu možnosti iniciace UV zářením a 
předpokládaného použití v normálním chromatografickém módu. Klíčovými 
sledovanými parametry byla mechanická odolnost nutná pro desorpční ionizační 
techniku a rychlost vzlínání mobilní fáze umožňující chromatografickou analýzu.   
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1. Stanovení obsahu nečistot účinných látek 
v kombinovaných léčivých přípravcích 
1.1 Teoretický úvod 
1.1.1 HPLC a UHPLC ve farmaceutické analýze 
Kapalinová chromatografie (LC) je dnes nejčastěji používanou metodou ve 
farmaceutické analýze pro stanovení obsahu a čistoty účinných látek jak samotných, tak 
i jako složek v léčivých přípravcích [1]. Masivní rozvoj HPLC v druhé polovině 
20. století vedl ke standardizaci této metody ve farmaceutické analýze a zejména díky 
její selektivitě a citlivosti umožnil zvýšit nároky na kvalitu léčiv. Metodika LC, včetně 
požadavků na chromatografický systém, zahrnující parametry HPLC i UHPLC, je 
obecně popsána v Evropském lékopisu [2].  
Technologický vývoj LC prakticky kopíruje neustálou snahu o dosažení vyšší 
separační účinnosti při kratším čase analýzy. Z van Deemterovy rovnice (1) ve 
zjednodušeném tvaru [3] je patrné, že zvýšení účinnosti separačního systému lze 
dosáhnout snížením velikosti částic a optimalizací lineární průtokové rychlosti: 
H = A ·dP  + B ⋅DM ⁄ u + C ·(dP)2·u ⁄ DM                                 (1) 
kde H je výškový ekvivalent teoretického patra, A koeficient příspěvku vířivé 
difuze, dP velikost částic, B koeficient příspěvku molekulární difuze, DM difuzní 
koeficient analytu, u lineární průtoková rychlost a C koeficient odporu přenosu 
hmoty. 
Na obrázku 1 jsou znázorněny van Deemterovy křivky pro izokratickou analýzu 
propranololu při použití kolon o velikosti částic 5 µm a 1,7 µm jako typických zástupců 
podmínek HPLC, respektive UHPLC [3]. Z průběhu křivek jsou patrné hlavní výhody 
použití malých částic: snížení minimální hodnoty H a výrazně plošší charakter 
vzestupné části křivky. V UHPLC se vzrůstající lineární rychlostí, a tedy rychlostí 
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analýzy nedochází k výrazné ztrátě účinnosti jako u HPLC. Tato vlastnost se dle 
rovnice (1) projevuje u částic menších než 2,5 µm [4].  
 
Obr. 1 Závislost výškového ekvivalentu teoretického patra (H) na lineární 
průtokové rychlosti (u) pro analýzu propranololu (0,025 mg/mL) za podmínek 
HPLC (diamanty): kolona Hypersil Advance 150 x 4,6 mm, 5 µm, mobilní fáze: 
25 % acetonitrilu a 75 % vodného 50mmol/L octanamonného pufru o pH 4 a za 
podmínek UHPLC (čtverce): kolona Acquity BEH C18 100 x 2,1 mm, 1,7 µm, 
mobilní fáze: 30 % acetonitrilu a 70 % vodného 10mM octanamonného pufru o 
pH 4. Převzato z [3]. 
    
Hlavní překážku pro rozšíření kolon s částicemi menšími než 3 µm představoval 
tlak systému, který se generuje při průtoku mobilní fáze. Velikost zpětného tlaku je 
nepřímo úměrná druhé mocnině poloměru částice dle Darcyho zákona (2) a při použití 
optimální lineární průtokové rychlosti uOPT dle rovnice (3) (získané derivací 
rovnice (1); dH/du [3]) je tlak nepřímo úměrný dokonce třetí mocnině dP [5] . 
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ΔP = u·l·η·Φ ⁄ (dP)2                                                                                        (2) 
kde ΔP je tlakový spád, l délka kolny, η viskozita mobilní fáze, Φ faktor odporu 
kolony, u a dP mají stejný význam jako v rovnici (1). 
uOPT = (DM ⁄ dP)·(B ⁄ C)1⁄2                                                      (3) 
kde uOPT je optimální lineární průtoková rychlost a ostatní symboly mají význam 
stejný jako v rovnici (1). 
Za optimálního průtoku a shodné délky kolony pak 1,7µm UHPLC částice 
generují 27krát vyšší tlak než částice o průměru 5 µm. Tlakový limit standardní HPLC 
instrumentace (400 bar) při použití 1,7µm částic by byl dosažen již s kolonami o délce 
30 až 50 mm [5]. První významný technický pokrok v instrumentaci čerpadla a 
injektoru řešící problematiku vysokého tlaku přišel v roce 1997, kdy MacNair a kol. 
publikoval schéma mikrokapalinového UHPLC systému [6]. Kapilární kolona o délce 
66 cm a průměru 30 µm byla naplněna 1,5µm neporézními oktadecylovanými částicemi 
silikagelu při tlaku 4100 barů. Optimální průtok mobilní fáze vyžadoval 1400 barů a 
bylo dosaženo hodnoty H 2,1 µm. Další pokrok v laboratorních podmínkách zahrnoval 
propojení UHPLC s TOF hmotnostním detektorem v roce 1999 [7], testování 
gradientového systému a tlaku až 9000 barů při použití 1,0µm částic v témže roce [8] a 
další vylepšení nástřikového systému v roce 2001 [9]. Prvotní práce o UHPLC 
využívaly výhradně mechanicky odolných neporézních částic a kapilárních kolon dobře 
odvádějících frikční teplo z důvodu jejich výhodného poměru povrchu kolony 
k objemu [5]. Frikční teplo, generované při průtoku mobilní fáze kolonou o průměru 
4,6 mm naplněnou 1,0µm neporézními částicemi by vedlo k významnému ohřevu 
mobilní fáze a ztrátě účinnosti separačního systému vlivem axiálního a radiálního 
gradientu teploty v koloně [6]. Pro použití porézních 1,5µm částic byl potvrzen průměr 
kolony 1,0 mm jako plně vyhovující, kdy frikční teplo dosahovalo hodnot běžných 
v HPLC a nemělo vliv na retenční faktor a separační účinnost [10].  
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V roce 2004 společnost Waters představila první komerční UHPLC systém 
Acquity UPLC®. Základem systému bylo binární čerpadlo s vysokotlakým gradientem, 
inovativní injektor, kolonový termostat s aktivním předehřevem mobilní fáze a 
spektrofotometrický detektor. Systém byl optimalizovaný pro analýzy při tlaku 
1000 barů. Současně byly uvedeny nové UHPLC stacionární fáze z porézních částic 
o průměru 1,7 µm. Částice byly vyrobeny ze silikagelu, jehož vnitřní struktura byla 
modifikována ethylenovými můstky (BEH technologieTM). Acquity UPLC BEH C18 
separační kolony tedy byly dostatečně mechanicky odolné a zároveň stabilní v rozsahu 
hodnot pH mobilní fáze 1 - 12 [11, 12]. Stacionární fáze byla naplněna do kolon 
o průměru 2,1 mm, u kterých frikční teplo nemá významný vliv na separační účinnost 
[13]. Vysoký tlak a frikční teplo však mají vzájemně opačné efekty na retenci analytů 
v reverzní chromatografii a chromatografické systémy tedy musí být schopny udržovat 
konstantní podmínky separace i za podmínek UHPLC [13, 14].  
Kontrola tlaku, průtoku, teploty, vysoce odolná těsnění, rychlost a opakovatelnost 
malých nástřikových objemů, minimální přenos mezi nástřiky, frekvence sběru dat a 
snížení mrtvého objemu celého systému jsou jen základními parametry, které musely 
být v rámci vývoje UHPLC výrazně vylepšeny [5, 15, 16]. Zejména systémový objem 
byl limitujícím parametrem pro velmi rychlé analýzy při použití kolon o rozměrech 
50 x 2,1 mm a 50 x 1,0 mm. I přes současný vývoj instrumentace, vlivem 
mimokolonového objemu může ztráta účinnosti pro tyto kolony dosahovat 20 - 30 %, 
respektive 30 - 80 % [16]. Rozdíl mezi teoretickou a dosaženou účinností krátkých 
kolon se také zvyšuje se snižující se velikostí částic [17]. Uvedení Acquity UPLC na trh 
odstartovalo technologický rozvoj a dnes všichni významní výrobci nabízejí svá 
UHPLC řešení zahrnující i kvartérní pumpy s nízkotlakým gradientem a detektory 
rozptylu světla, fluorescenční, refraktometrické a hmotnostní. Jednotlivé systémy se 
však samozřejmě liší v provedení a konkrétních specifikacích, na což je třeba brát zřetel 
při vývoji a přenosu metod [16, 18]. V tabulce 1 jsou uvedeny vybrané charakteristiky 
porovnávající systémy HPLC a UHPLC, které byly použity v rámci této práce. 
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Tab. 1 Srovnání hodnot vybraných parametrů: tlak (bar), průtok (mL/min), rozměr 
kolony (mm), průměr částic (µm), objem nástřiku (µL), minimální objem vzorku pro 
nástřik (µL), mrtvý objem systému (µL), objem detekční cely (µL) a frekvence sběru 
dat (Hz) typických pro systémy HPLC (Waters Alliance 2695) a UHPLC (Waters 
Acquity UPLC H-Class) s PDA detektory [11]. 
 a částice s pevným jádrem 
Vzhledem k technickým rozdílům mezi HPLC a UHPLC systémy je použití 
kolon naplněných částicemi menšími než 2 µm efektivní pouze pro UHPLC 
chromatografy. Čtyři skupiny fenolických látek (kyseliny, flavonoidy, katechiny a 
kumariny) byly analyzovány metodami UHPLC (kolona 100 x 2,1 mm, 1,7 µm) a 
HPLC (kolona 50 x 4,6 mm, 1,8 µm). Přestože HPLC metody byly pro stanovení 
vyhovující, UHPLC metody byly až 8x rychlejší a kromě analýzy katechinů výrazně 
účinnější, poskytující lepší rozlišení a větší kapacitu píků [19]. Analýzy farmak 
triamcinolonu, hydrokortisonu, indomethacinu, estradiolu a diklofenaku byly 
transferovány z HPLC na UHPLC. Porovnáním byly potvrzeny všechny výhody 
UHPLC oproti HPLC jako zkrácení doby analýzy, nižší spotřeba mobilní fáze, vyšší 
citlivost a účinnost a tedy i lepší rozlišení analytů bez negativních vlivů vyššího tlaku 
mobilní fáze [20, 21]. Podobné závěry byly ověřeny i pro stanovení pesticidů 
v potravinách pro děti metodami HPLC/UHPLC s MS detekcí [22], vitamínu C 
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Parametr HPLC UHPLC
maximální tlak (bar) 345 1034
průtok (mL/min) 0,5 - 2,0 0,2 - 0,5
rozměr kolony (mm) 250 x 4,6 100 x 2,1
průměr částic (µm) 2,7a - 5,0 1,6a - 1,8
objem nástřiku (µL) 5 - 100 1 - 10
minimální objem vzorku pro nástřik (µL) 650 360
mrtvý objem systému (µL) 900 350
objem detekční cely (µL) 8,4 0,5
frekvence sběru dat (Hz) 1 - 2 10 - 40
v nápojích a léčivých přípravcích [23], kyseliny listové [24], chloroquinu a primaquinu 
v tabletách [25], trans-10-hydroxy-2-decenové kyseliny v mateří kašičce [26], ftalátů 
[27] a retinolu a α-tokoferolu v lidském séru [28]. Vyšší citlivost UHPLC metody 
umožnila oproti HPLC přípravu vzorku z polovičního množství lidské plazmy pro 
stanovení léčiv na potlačení příznaků Alzheimerovy choroby [29]. Nižší průtok mobilní 
fáze, kratší doba analýzy, a tedy i vyšší počet analýz za jednotku času představují hlavní 
ekonomickou a ekologickou výhodu UHPLC oproti HPLC. Teoreticky i experimentálně 
bylo potvrzeno, že lze uspořit až 80 % spotřeby rozpouštědel a nákladů při přenosu 
metody z HPLC (3,5 µm) na UHPLC [30]. Ve dvoudimenzionální chromatografii je pak 
UHPLC vhodná zejména pro použití ve druhé dimenzi při spojení s HPLC využívající 
3µm částice v dimenzi první a to vzhledem ke krátkému mrtvému času, vysoké 
účinnosti a kapacitě píků UHPLC kolon [31, 32].  
Současný vývoj UHPLC se soustředí na neustálé snižování mimokolonových 
objemů a aplikaci dalších separačních módů jako chirálních separací, HILIC, SEC a 
IEC [33]. Zavedení UHPLC částic s pevným jádrem přineslo další zvýšení účinnosti 
separace, avšak nejmodernější 1,3µm částice vytvářejí zpětný tlak na hranici možností 
UHPLC instrumentace a lze je tak zatím použít pouze v kolonách o délce 
50 mm [33, 34]. V následujících letech je očekáván i nárůst aplikací využívajících 
spojení UHPLC a SFC jako moderní vysoce účinné náhrady chromatografie 
v normálním módu a chirálních separací nejen ve farmaceutické analýze [33, 35].  
1.1.2 Stanovení obsahu nečistot v léčivých přípravcích 
Zkouška čistoty účinných látek (API) a léčivých přípravků je v dnešní době 
jednou ze základních součástí kompletní farmaceutické analýzy. Normativními 
farmaceutickými díly přispívajícími k zajištění bezpečných, účinných a jakostních léčiv 
jsou lékopisy. V České republice je platným předpisem Český lékopis (ČL) v aktuálním 
vydání [36], který ovšem z velké části vychází z lékopisu evropského (Ph. Eur.) [37]. Z 
pohledu mezinárodní distribuce léčiv jsou dalšími významnými lékopisy: americký 
(USP) [38], britský (BP) [39] a japonský (JP) [40]. Kromě obecných požadavků na 
zkušební metody lékopisy uvádějí pro jednotlivé API zpravidla zkoušky totožnosti, 
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obsahu, případně účinnosti pro antibiotika, a právě čistoty. Americký a Britský lékopis 
na rozdíl od lékopisu evropského obsahují monografie nejen pro API, ale i pro léčivé 
přípravky [37 - 39]. V roce 1990 se uskutečnilo první setkání reprezentantů regulačních 
úřadů a průmyslu z Evropy, USA a Japonska. Byla založena iniciativa ICH a započala 
tak další fáze mezinárodního sjednocení požadavků na testování a kvalitu léčiv [41]. 
Podle směrnice ICH lze nečistoty v léčivech a léčivých přípravcích rozdělit na 
organické, anorganické a zbytková rozpouštědla [42]. Anorganické nečistoty (např. 
těžké kovy, soli) a zbytková rozpouštědla (např. acetonitril, methanol, aceton) jsou 
zpravidla známé látky (i toxikologicky) vstupující do syntézy a výroby. Na stanovení 
těchto nečistot lze tedy po verifikaci aplikovat standardizované postupy a limity 
uvedené v lékopisech a z pohledu analytické chemie jsou tyto nečistoty výrazně menším 
problémem než nečistoty organické [43, 44].  
Organické nečistoty jsou převážně vstupní reaktanty, meziprodukty, vedlejší 
produkty a degradační produkty. Struktura nečistot může být odvozena z předpokládané 
syntetické cesty. Směrnice ICH udávají postup pro výpočet identifikačního a 
kvalifikačního limitu. Pokud se nečistota vyskytuje nad daným limitem, musí být 
exaktně identifikována, případně musí být kvalifikována její biologická 
bezpečnost [42, 45]. Pokud je API uvedena v lékopisu zpravidla jsou u ní uvedeny 
i nečistoty určité syntetické cesty a případně i degradační produkty a jejich limity 
[36 - 40]. Rozdílné postupy syntézy, složení a formulace konečných léčivých přípravků 
u jednotlivých výrobců však znamenají, že vždy je nutné lékopisnou metodu verifikovat 
pro danou API a ve většině případů vyvinout a zvalidovat metodou vlastní. Rovněž je 
žádoucí provést stresové testy a předběžné stabilitní studie API či léčivého přípravku za 
účelem získání informace o stabilitě API, identifikace významných degradačních 
produktů a potvrzení vhodnosti analytické metody pro analýzu stabilitních vzorků 
(stabilitu indikující metoda) [42, 45]. Metoda stanovení čistoty je tedy nezbytná pro 
zajištění kvalitních a bezpečných léčiv [44, 46] a jako taková je vyžadována 
registračními autoritami.  
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Chromatografická metoda na stanovení čistoty se vzhledem ke své komplexnosti 
řadí mezi aplikace založené na vysoké účinnosti a rozlišení, jelikož musí být odděleny 
všechny nečistoty od sebe samotných, od hlavní látky nebo látek, píků placeba a 
rozpouštědla vzorku. Naproti tomu jednoduché metody na stanovení obsahu hlavních 
látek nemusí být natolik selektivní a vyvíjí se jako rychlé metody na krátkých kolonách 
(30 a 50 mm pro UHPLC) s cílem co možná nejvyššího počtu vzorků za jednotku 
času [47]. Kritickými parametry u metod na stanovení čistoty jsou právě selektivita, 
citlivost, opakovatelnost a robustnost. Pro dosažení dostatečné účinnosti a rozlišení se 
metody na čistotu zpravidla vyvíjí na delších kolonách (100 nebo 150 mm pro UHPLC) 
a čas analýzy není určujícím parametrem [47, 48].  
Vývoj chromatografické metody začíná definováním jejího účelu a studiem 
dostupné literatury. Následují prvotní experimenty založené na teoretických znalostech, 
případně aplikace pozvolných gradientů na různých kolonách, testování vhodné oblasti 
pH pufru a parametrů detekce. Z iniciační fáze se vybere nejvhodnější kolona, oblast pH 
pufru a následuje optimalizace jednotlivých parametrů metody: gradientový program, 
přesné pH pufru, teplota, případně testování dalších typů kolon. Pro zajištění dostatečné 
selektivity se vývoj metody provádí se vzorkem spikovaným známými nečistotami, 
případně vzorkem stresovaným teplem a vlhkem, který by měl obsahovat i hlavní 
degradační produkty. Rozpouštědlo vzorku musí být kompatibilní s počátečními 
podmínkami gradientu, aby nedocházelo k deformaci píků na počátku analýzy. 
Konečným krokem je předběžné ověření opakovatelnosti, citlivosti a linearity metody 
před vlastní validací [48].  
Dostatečné citlivosti metod na čistotu je často dosaženo výrazným koncentračním 
předávkováním hlavní látky, které v UHPLC vedou i přes vyšší účinnost k méně 
symetrickým píkům než v HPLC, což může mít za následek nesplnění lékopisných 
kritérií [49]. UHPLC oproti HPLC přináší výhody zejména v rychlosti testování 
jednotlivých parametrů, jelikož časy analýzy a ekvilibrace kolon jsou významně kratší. 
Optimalizace metody také může být efektivněji zautomatizována pomocí vhodného 
softwaru a výběru kritických parametrů [48, 50]. Nevýhodami UHPLC jsou nutnost 
vlastnit odpovídající chromatograf, jehož pořízení je asi o 25 % finančně nákladnější, a 
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prozatím ne tak široká nabídka stacionárních fází jako pro HPLC [48]. Laboratoře 
rutinních analýz často nebývají vybaveny UHPLC chromatografy a vyvinutá metoda se 
tak musí zpětně transferovat na HPLC instrumentaci. Široce využívané jsou tak 
alternativy k UHPLC poskytující rychlé a účinné separace jako monolitické kolony a 
stacionární fáze s pevným jádrem [51]. Směrnice ICH o validaci analytických metod 
předepisuje pro metodu na stanovení čistoty validovat parametry preciznost, přesnost, 
linearitu, citlivost, selektivitu a robustnost [52]. Preciznost metody vyjadřuje, například 
pomocí RSD, těsnost shody výsledků získaných opakovanou analýzou minimálně šesti 
příprav téhož vzorku v rámci jednoho měření. Součástí ověření preciznosti je i 
mezilehlá preciznost, což je vnitrolaboratorní reprodukovatelnost, kdy stejný vzorek je 
šestkrát analyzován jiným analytikem, v jiný den pomocí jiné instrumentace. Mezilehlá 
preciznost se vyjadřuje jako rozdíl mezi absolutními výsledky obou analytiků, případně 
jako RSD výsledků všech dvanácti příprav [53].  
Přesnost metody je těsnost shody mezi naměřenou a správnou hodnotou. Číselně 
se ověřuje jako procentuální výtěžnost metody analýzou vzorků spikovaných známým 
množstvím nečistot na několika hladinách pokrývajících rozsah metody. Schopností 
metody poskytovat odezvu přímo úměrnou koncentraci je linearita metody, která 
definuje pracovní rozsah metody. Stanovované nečistoty by dle směrnice ICH měly být 
validovány v rozsahu od reportovacího limitu po 120 % specifikačního limitu [52]. 
Poměr směrnic regresních křivek nečistoty a API z linearity je odezvový faktor 
nečistoty vůči hlavní látce, na kterou se nečistoty kvantifikují (převážně z důvodu 
vysoké pořizovací ceny referenčních standardů nečistot) [54]. Citlivost metody se 
ověřuje stanovením LOD a LOQ, přičemž hodnota LOQ by neměla být vyšší než 
reportovací limit nečistoty. LOD i LOQ mohou být vypočteny na základě poměru 
signálu k šumu, případně pomocí směrnice a směrodatné odchylky úseku regresní 
křivky či signálu pozadí [45, 52].  
Analýzou placeba, rozpouštědla vzorku a vzorku spikovaného všemi dostupnými 
nečistotami se ověřuje selektivita metody, tedy její schopnost stanovení analytu 
v přítomnosti potenciálně interferujících látek [52, 53, 55, 56]. Velmi důležitou součástí 
validace je studie robustnosti metody, neboli její odolnosti vůči malým experimentálním 
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změnám, které by mohly nastat v rutinním provozu. V případě HPLC/UHPLC metod se 
sleduje vliv parametrů, jako složení a průtok mobilní fáze, teplota kolony, koncentrace a 
pH pufru, stabilita roztoků a ověření analýzy na více kolonách stejného 
typu [52, 53, 56].  
Degradační studie se provádí za účelem potvrzení vhodnosti metody pro analýzu 
stabilitních vzorků. Léčivý přípravek se zatíží stresovými podmínkami tak, aby účinné 
látky degradovaly z 5 až 15 procent a simulovaly tak potenciální degradaci přípravku 
během jeho životního cyklu. Standardními podmínkami jsou zvýšená teplota, vlhkost, 
kyselé, zásadité a oxidační prostředí a expozice denním světlem, případně UV zářením. 
Analýzou degradovaných vzorků se ověřuje separace a případná identifikace 
degradačních produktů a spektrální čistota píků hlavních látek. Jsou-li všechny 
významné degradační produkty separovány a není indikace o koeluci neznámých látek 
s píky API, analytická metoda je vhodná pro měření stabilitních vzorků [52].   
1.1.3 Stanovení obsahu nečistot ve Spasmopanu® 
Spasmopan® je léčivý přípravek kombinující v čípkové lékové formě čtyři účinné 
látky: paracetamol, kodein fosfát hemihydrát, pitofenon hydrochlorid a fenpiverin 
bromid. Spasmopan® se užívá na tlumení bolestivých křečí trávicího traktu a močového 
měchýře. Kombinuje analgetické a antipyretické účinky paracetamolu [57] 
s analgetickými a antimotolickými účinky kodeinu [58] a spasmolytickými účinky 
pitofenonu a fenpiverinu [59]. Český, Evropský, Britský, Americký i Japonský lékopis 
obsahují monografie pouze pro paracetamol a kodein fosfát hemihydrát [36 - 40].  
Paracetamol je obecně používán ve vysokých dávkách a může být 
hepatotoxický [60]. Lékopisné limity pro jeho nečistoty 4-aminofenol, 4-nitrofenol a 
4-chloracetanilid jsou tedy velmi nízké (0,005 %, 0,05 % a 0,001 %) [36 - 40]. 
V lékových formách musí být kontrolován především obsah nefrotoxického 
4-aminofenolu [61] jako hlavního degradačního produktu paracetamolu [62]. Přestože 
paracetamol byl analyzován mnoha různými metodami jako micelární elektrokinetickou 
chromatografií (MEKC) [63], mikroemulzní kapalinovou a elektrokinetickou 
chromatografií [64], fluorimetrickou spektroskopií [65, 66], NMR [67, 68] a 
&23
TLC [69, 70], HPLC metody s UV spektrometrickou detekcí byly pravděpodobně 
nejčastěji používanými [71 - 76]. Pro chromatografické stanovení 4-aminofenolu byla 
rovněž použita ampérometrická detekce [77]. Byly vyvinuty stabilitu indikující HPLC 
metody na kvantifikaci účinných látek pro kombinace kodein fosfátu, paracetamolu a 
chlorfeniraminu [39, 78 - 80] a pro analýzu kombinace ibuprofenu, kodeinu a jejich 
nečistot byla validována MEKC metoda [81]. Jelikož metoda na stanovení čistoty 
kodeinu je definována lékopisně, a přestože neseparuje nečistoty 10-hydroxykodein a 
morfin [37], výzkum byl soustředěn na stanovení kodeinu samotného, především ve 
směsi alkaloidů [82 - 86]. Pitofenon hydrochlorid byl analyzován pouze jako součást 
screeningových testů [87 - 90] a obsahovými metodami spektrofotometrickými [91, 92] 
a chromatografickými [93 - 96]. Na rozdíl od paracetamolu a kodeinu, metoda na 
stanovení čistoty pitofenonu nebyla dosud publikována.  
Přestože Spasmopan® je dostupný na trhu od roku 1987, metoda na stanovení 
obsahu nečistot podle současné legislativy musela být vyvinuta a validována [97]. 
Struktury všech API a nečistot paracetamolu, kodein fosfát hemihydrátu a pitofenon 
hydrochloridu jsou znázorněny na obrázcích 2 až 5. Nečistoty fenpiverin bromidu 
nebyly v této práci relevantní z důvodu nízkého obsahu fenpiverin bromidu ve 
Spasmopanu® (0,02 % vzhledem k obsahu paracetamolu) [97]. 
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Obr. 2 Struktura fenpiverin bromidu 
A)      B)                                    
C)      D) 
Obr. 3 Struktury paracetamolu a jeho nečistot dle Ph. Eur. [37]. A) paracetamol, 
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E) 
Obr. 4 Struktury kodeinu a jeho nečistot dle Ph. Eur [37]. A) kodein fosfát 













































A)                                                                  B) 
C)                                                                     D) 
E) 
Obr. 5 Struktury pitofenonu a jeho nečistot. A) pitofenon: methyl ester 2-[4-(2-(1-
piperidinyl)ethoxy)benzoyl] benzoové kyseliny, B) nečistota X: 2-[4-[2-(1-
piperidinyl)ethoxy]benzoyl] benzoová kyselina, C) nečistota PEE: 2-(1-
piperidinyl)-ethyl ester 2-[4-[2-(1-piperidinyl)ethoxy]benzoyl]benzoové kyseliny, 
D) nečistota MeKHBB: methyl ester 2-(4-hydroxybenzoyl) benzoové kyseliny, 



























1.1.4 Stanovení obsahu nečistot v tabletách kombinujících valsartan, amlodipin 
besilát a hydrochlorothiazid 
Vysoký krevní tlak je jedním z globálních zdravotních problémů dnešní doby. Je 
klíčovým faktorem způsobujícím infarkt myokardu a mozkovou mrtvici, a nepřímo tak 
způsobuje úmrtí 9,4 milionu lidí ročně po celém světě [98]. U většiny pacientů léčba 
kombinující více přístupů ke snížení hypertenze přináší lepší kontrolu krevního tlaku 
než terapie pouze jednou účinnou látkou [99]. Valsartan působí jako antagonista 
angiotensinového receptoru II v renin-angiotensinovém systému, jeho přítomností 
dochází k vazodilataci a snížení krevního tlaku. Hydrochlorothiazid se řadí do skupiny 
diuretik a snižuje krevní tlak prostým snížením celkového objemu tekutiny v těle [57]. 
Amlodipin rovněž způsobuje vazodilatační efekt, ovšem skrze blokaci kalciových 
kanálů [100].  
Všechny tři API jsou široce používané a příslušné lékopisy obsahují jejich 
monografie definující HPLC metody pro stanovení jejich čistoty [36 - 40]. Pro valsartan 
a amlodipin byly publikovány i UHPLC metody separující jejich nečistoty [101 - 102]. 
Léčivé přípravky kombinující valsartan a hydrochlorothiazid byly analyzovány 
převážně pouze obsahovými metodami [103 - 108] a případné metody na stanovení 
čistoty této dvojkombinace se zaměřily pouze na jednu nečistotu od každé 
API [38, 109]. Pro kombinaci amlodipin besilátu a valsartanu byly publikovány pouze 
metody na stanovení obsahu API [110 - 116] stejně jako pro kombinaci amlodipin 
besilátu a hydrochlorothiazidu s olmesartan medoxomilem [117 - 119] nebo aliskiren 
hemifumarátem [120, 121]. Obsah nečistot hydrochlorothiazidu byl stanoven metodami 
reverzní HPLC společně s nečistotami losartanu [122] a telmisartanu [123], dále pak 
stabilitu indikující UHPLC metodou pro kombinaci hydrochlorothiazidu 
s eprosartanem [124] a iontově párovou a reverzní HPLC metodou pro kombinaci 
s lisinoprilem [125, 126]. Hlavní degradační produkt amlodipinu, nečistota D dle 
Ph. Eur. [37], byla kvantifikována stabilitu indikující metodou na stanovení čistoty pro 
kombinaci amlodipinu s atorvastatin kalciem [127] a amlodipinu s benazeprilem [128].  
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Pro léčivé přípravky kombinující valsartan, amlodipin a hydrochlorothiazid byly 
dosud publikovány pouze HPLC metody na stanovení obsahu účinných látek [129]. 
Retenční pořadí těchto tří API v reverzní chromatografii závisí na pH pufru v mobilní 
fázi. V silně kyselém pH hydrochlorothiazid eluuje jako první, následuje amlodipin a 
nakonec valsartan [130 - 138]. Při použití pufru s mírně kyselým nebo neutrálním pH se 
retenční pořadí amlodipinu a valsartanu obrátí [139 - 142]. V závislosti na konkrétní 
metodě v neutrálním nebo zásaditém prostředí se retence valsartanu sníží natolik, že 
eluuje jako první, hydrochlorothiazid pak jako druhý a amlodipin jako 
poslední [143, 144]. Pouze dvě obsahové metody byly publikovány jako stabilitu 
indikující, přestože nebyla poskytnuta data o spektrální čistotě píků či identifikace 
degradačních produktů [131, 145]. Obsah amlodipinu, valsartanu a hydrochlorothiazidu 
v trojkombinaci byl stanoven i spektrofotometrickými metodami [137, 146 - 148]. 
Stabilitu indikující metoda na stanovení obsahu nečistot a žádná UHPLC metoda 
obecně dosud nebyla publikována pro trojkombinaci účinných látek valsartan, 
hydrochlorothiazid, amlodipin [129]. V USP bude pravděpodobně uvedena příslušná 
monografie s HPLC metodou, aktuální verze však obsahuje informaci pouze o separační 
koloně a žádné další detaily [38]. Na obrázcích 6 - 8 jsou znázorněny struktury 
amlodipinu, valsartanu, hydrochlorothiazidu a jejich nečistot použitých v rámci této 
práce.  
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A)                                                                    B) 
C)                                                                    D) 
E)                                                                    F) 
G) 
Obr. 6 Struktury amlodipin besilátu a jeho nečistot dle Ph. Eur [37]. A) amlodipin 
besilát, B) nečistota A, C) nečistota B, D) nečistota D, E) nečistota E, F) nečistota 












































































A)                                                                    B) 
C)                                                                    D) 
E) 
Obr. 7 Struktury valsartanu a jeho nečistot. A) valsartan, B) nečistota B, 
C) nečistota C, vše dle Ph. Eur. [37] D) nečistota 07: (S)-2-(N-{[2’-
kyanobifenyl-4-yl]methyl}pentanamido)-3-methylbutanová kyselina, 








































Obr. 8 Struktury hydrochlorothiazidu a jeho nečistot dle Ph. Eur. [37]. 









































1.2 Výsledky a diskuze - komentář k publikaci I 
1.2.1 Data a komentář k vývoji RP-HPLC metody 
Prvním cílem pro separaci API a nečistot ve Spasmopanu® byl vývoj RP-HPLC 
metody založené na porézních částicích o průměru 3 µm nebo 2,7µm částicích 
s pevným jádrem. Zvolené stacionární fáze s nižším zrněním než 5 µm umožnily použití 
150mm a 100mm kolon, a tedy vývoj rychlých a přitom dostatečně účinných metod. 
Vývoj UHPLC metody nebyl realizován z důvodu přístrojového vybavení cílové 
laboratoře kontroly kvality a potenciálního ucpávání UHPLC kolon zbytkovými 
složkami placeba. Vzhledem k polaritě paracetamolu, kodeinu a jejich nečistot jsou 
lékopisné metody založeny na iontově párové chromatografii [37, 38]. Iniciační 
experimenty v chromatografickém módu RP-HPLC tedy byly zaměřeny na orientační 
testování kolon a hodnot pH při sledování retence zejména kodeinu, paracetamolu a 
jeho nečistot. Na obrázku 9 jsou znázorněny chromatogramy analýz vzorku 
spikovaného nečistotami v 50% acetonitrilu (viz kapitola 1.2.3) na koloně ACE 3 (C18), 
150 x 4,6 mm, velikost částic 3 µm (Advanced chromatography technologies; 
Aberdeen, Skotsko), při použití 10mmol/L fosforečnanového pufru o hodnotách pH 3,0, 
5,5 a 7,0. Vzhledem k předpokládané slabé retenci polárních látek byl zvolen pozvolný 
gradient začínající na 15 % acetonitrilu (gradient 1) pro hodnoty pH pufru 3,0 a 7,0 a na 
základě těchto analýz byl gradient zrychlen pro analýzu s pufrem o hodnotě pH 5,5 
(gradient 2). Znázorněno je prvních 30 minut měření, během kterých eluovaly všechny 
cílové analyty. Analýzy byly provedeny na systému Acquity UPLC H-Class (viz 
Publikace II) převedeného do módu pro  měření  s HPLC kolonami.  
&33
Obr. 9 Analýza vzorku Spasmopanu® spikovaného nečistotami paracetamolu F, J, a K 
na hladině 0,1 %. Rozpouštědlo vzorku: 50% acetonitril. Kolona: ACE 3 (C18) 
150 x 4,6 mm, 3 µm. Teplota kolony: 25 °C. Objem nástřiku: 5 µL. Detekce: UV, 
λ = 225 nm. Mobilní fáze: 10mmol/L NH4H2PO4/(NH4)2HPO4 pufr o pH 3,0 (A), 5,5 (B) 
a 7,0 (C). Průtok: 0,8 mL/min. Gradientová eluce [t(min)/acetonitril(%)] 
chromatogramy A, C (gradient 1): 0/15, 8/30, 40/60, 45/60, 46/15, 60/15 a 
chromatogram B (gradient 2): 0/15, 22/85, 23/15, 30/15. Identifikace píků: 1 - nečistota 
K, 2 - kodein, 3 - paracetamol, 4 - pitofenon, 5 - nečistota F, 6 - nečistota J. 
Z obrázku 9 je patrný významný vliv pH pufru především na retenci kodeinu. Při 
použití pufru o pH 3,0 kodein prakticky koeluoval s paracetamolem, zatímco při pH 7,0 
byly všechny API dostatečně odděleny v pořadí paracetamol, kodein a pitofenon. 
V neutrálním pH rovněž došlo ke změně retenčního pořadí pitofenonu a nečistot F a J 
oproti analýzám v kyselém prostředí vlivem zejména zvýšení retence pitofenonu. Při 
použití pufru o neutrálním pH bylo dosaženo symetrických píků nečistoty K, kodeinu a 
pitofenonu na rozdíl od analýz s pufry o pH 3,0 a 5,5, kdy byly tyto píky deformovány.    
Nejvhodnějšími podmínkami pro další vývoj metody na koloně ACE 3 tedy bylo 
použití pufru o pH 7,0 a gradientu 2 odpovídajícího chromatogramu B, který významně 
zkrátil dobu analýzy. Druhou uvažovanou možností bylo použití kolony využívající 

























RP-Amid 100 x 3,0 mm, velikost částic 2,7 µm (Sigma-Aldrich; Praha, Česká 
republika), vhodná pro separace polárních látek, s pufry o hodnotách pH 3,0 a 7,0. 
Vzhledem k rozdílným rozměrům kolon, byl použit gradient 3 ([t (min)/acetonitril(%)]: 
0/15, 12/85, 13/15, 17/15; průtok 0,5 mL/min), přibližně odpovídající gradientu 2 
(přepočteno pomocí softwaru Acquity UPLC columns calculator™, Waters; Milford, 
USA). V kyselém prostředí bylo eluční pořadí srovnatelné s kolonou ACE 3, pík 
kodeinu na koloně RP-Amid byl však deforomován a koeluoval s nečistotou K. Při 
použití neutrálního pufru byla analýza na koloně RP-Amid přibližně dvakrát rychlejší 
než na koloně ACE 3. Retenční pořadí hlavních látek bylo pro obě kolony srovnatelné 
(nečistota K, paracetamol, kodein, nečistota F, nečistota J a pitofenon). Retenční čas 
pitofenonu na koloně RP-Amid byl 6,9 min a na koloně ACE 3 13,9 min, nicméně 
zrychlení analýzy na koloně RP-Amid zapříčinilo výrazné snížení rozlišení mezi 
paracetamolem a kodeinem (2x) a nečistotami F a J (5x). Na koloně RP-Amid tedy 
došlo ke koeluci dalších nečistot paracetamolu a pitofenonu, které na koloně ACE 3 
eluují mezi paracetamolem a kodeinem (viz dále). Zlepšení separace na koloně Ascentis 
Express RP-Amid by pravděpodobně bylo dosaženo úpravou gradientového programu, 
který by lépe zohledňoval technologii částic s pevným jádrem. I přes delší čas analýzy 
byla do dalšího vývoje však zvolena kolona ACE 3 poskytující dostatečnou počáteční 
selektivitu. 
Po primární selekci separační kolony a oblasti pH pufru vhodné pro analýzu byly 
experimenty zaměřeny na optimalizaci gradientového programu. Bylo sledováno 
retenční chování píků přítomných ve vzorku spikovaném všemi nečistotami 
paracetamolu F, J a K. Nečistoty pitofenonu a nečistota A kodeinu byly identifikovány 
na základě shody retenčních časů píků s referenčními roztoky nečistot a UV spekter. 
Nečistoty C a E kodeinu byly přiřazeny kodeinu na základě analýzy samotné API, UV 
spekter a identifikovány zpětně po analýzách metodou IP-RP-HPLC (viz kapitola 
1.2.2). Nečistota B kodeinu nebyla v této části vývoje použita z důvodu nedostupnosti. 
Neznámé nečistoty byly přiřazeny ke konkrétním API na základě podobnosti UV 
spekter, případně analýzy samotné API tyto nečistoty obsahující. Na obrázcích 
10 A - 10 C jsou znázorněny chromatogramy analýz spikovaného vzorku na koloně 
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ACE 3 (C18), 150 x 4,6 mm, 3 µm při použití 10mmol/L fosforečnanového pufru o pH 


























































Obr. 10 Analýza vzorku Spasmopanu® spikovaného nečistotami paracetamolu F, J, K 
na hladině 0,1 % na systému Waters UPLC H-Class. Rozpouštědlo vzorku: 
50% acetonitril. Kolona: ACE 3 C18 150 x 4,6 mm, 3 µm. Teplota kolony: 25 °C. Objem 
nástřiku: 5 µL. Detekce: UV, λ = 225 nm. Mobilní fáze: 10mmol/L NH4H2PO4/
(NH4)2HPO4 pufr o pH 7,0. Průtok: 0,8 mL/min. A) Gradient 2: [t(min)/acetonitril(%)] 
0/15, 22/85, 23/15, 30/15. B) Gradient 4:[t(min)/acetonitril(%)] 0/10, 5/20, 25/85, 
26/10, 35/10. C) Gradient 5:[t(min)/acetonitril(%)/methanol(%)] 0/5/5, 5/15/5, 25/85/0, 
26/5/5, 35/5/5. Identifikace píků:1 - nečistota K, 2 - paracetamol, 3, 5, 8 - neznámé 
nečistoty paracetamolu, 4 - nečistota KHBB, 6 - nečistota E, 7 - nečistota X, 9 - kodein, 
10 - nečistota C, 11 - nečistota F, 12 - fenpiverin, 13 - nečistota A, 14 - nečistota J, 
15 - neznámá nečistota kodeinu, 16 - nečistota MeKHBB, 17 - pitofenon, 18 - nečistota 
PEE. 
Neidentifikované píky v chromatogramech pocházejí z rozpouštědla vzorku či se 
jedná o píky způsobené změnami v gradientu (například poslední pík 
v chromatogramu). Neoznačený pík eluující v blízkosti nečistoty A kodeinu byl 
identifikován jako doprovodný pík ze standardu nečistoty F paracetamolu. Separace 
nečistot eluujících mezi paracetamolem a kodeinem byla kritickou oblastí analýzy. 
Použití gradientu 4 vedlo k rozlišení píků neznámé nečistoty paracetamolu a nečistoty 
KHBB, ale zapříčinilo koeluci jiné neznámé nečistoty paracetamolu s nečistotou X 
pitofenonu. Všech šest píků retenčně spadajících do této části záznamu bylo odděleno 




























méně strmý a zároveň obsahoval methanol na úkor obsahu elučně silnějšího acetonitrilu 
při zachování poměru vodné a organické složky mobilní fáze v jednotlivých fázích 
gradientu. Z porovnání chromatogramů B a C je patrný vliv obsahu methanolu zejména 
na retenci kodeinu a jeho nečistoty C. Retenční faktor kodeinu a nečistoty C se při 
použití methanolu v gradientu 5 zvýšil z 3,82 na 4,32, respektive z 4,24 na 4,75, 
zatímco retenční faktor nečistoty F se zvýšil výrazně méně z 4,57 na 4,64. Tento efekt 
způsobil přiblížení kodeinu k nečistotě F a její koeluci s nečistotou C. Koeluce těchto 
dvou nečistot byla vyřešena přenesením metody z UPLC systému H-Class na klasický 
HPLC systém Alliance. Chromatogram analýzy spikovaného vzorku provedené se 
systémem Alliance je znázorněn na obrázku 11. 
Obr. 11 Analýza vzorku Spasmopanu® (jiná šarže oproti obr. 10) spikovaného 
nečistotami paracetamolu J (hladina 0,2%), F (hladina 0,3 %) a K (hladina 0,2%) a 
nečistotami pitofenonu KHBB, X, MeKHBB a PEE na hladině 0,2 %. Analyzováno na 
HPLC systému Waters Alliance 2695. Instrumentální podmínky a identifikace píků viz 
obr. 10, gradientový program 5. 
Vlivem rozdílné instrumentace nečistota F eluovala blíže ke kodeinu, přičemž 
rozlišení (R) těchto dvou píků kleslo z 2,0 na 1,0. Nečistota F však není degradačním 






























paracetamolu. V lékové formě by tedy pravděpodobně byla přítomna na hladině nižší 
než reportovací limit [45] a hraniční rozlišení 1,0 tak bylo akceptovatelné. Nečistota C 
se pak vydělila od nečistoty F (R = 1,8) a separace všech ostatních píků zůstala 
zachována, jak je znázorněno výše  na obrázku 11. Metoda využívající kolonu ACE 3 
C18, 150 x 4,6 mm a velikosti částic 3 µm, a gradientovou eluci 10mmol/L 
fosforečnanového pufru o pH 7,0, acetonitrilu a methanolu (dle programu gradient 5, 
viz obr. 10) dostatečně separovala všechny  zjištěné nečistoty a v další fázi byla 
testována její robustnost.  
Robustnost metody je nezbytnou součástí její validace. Z výsledků získaných 
během vývoje byl patrný vliv pH pufru a obsahu methanolu v mobilní fázi na separaci 
jednotlivých analytů. Tyto parametry tedy byly testovány přednostně pro potvrzení či 
vyvrácení vhodnosti metody. V rámci testování robustnosti mohou být nalezeny 
vhodnější hodnoty než původní podmínky metody. Z tohoto důvodu bylo  pro analýzy 
spikovaného vzorku (viz obr. 11) zvoleno více hodnot pH pufru (konkrétně 6,5, 6,9, 7,0 
a 7,2) než bývá obvyklé ve validační studii robustnosti [52]. Zastoupení methanolu 
v mobilní fázi bylo měněno (3 % a 7 %) na úkor obsahu acetonitrilu. Poměr vodného 
pufru a organické složky v mobilní fázi zůstal v jednotlivých fázích gradientu zachován. 
Retenční časy analytů naměřené za jednotlivých testovaných podmínek metody jsou 







































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Změna pH pufru o 0,5 na hodnotu 6,5 zapříčinila částečnou koeluci kodeinové 
nečistoty E s nečistotou KHBB pitofenonu a koeluci nečistoty X pitofenonu a neznámé 
nečistoty paracetamolu (pík 8, obr. 11) s kodeinem. Dále zapříčinila úplnou změnu 
retenčního pořadí, jelikož nečistota A kodeinu eluovala před nečistotou F paracetamolu, 
a také koeluci pitofenonu a jeho nečistoty PEE. Velmi malá změna pH o 0,1 měla za 
následek koeluci neznámé nečistoty paracetamolu (pík 8, obr. 11) s nečistotou X. 
Separace těchto dvou nečistot bylo dosaženo při použití pufru o pH 6,9 a gradientu 4 
(neobsahujícího methanol, viz obr. 10). V tomto případě se zmíněné nečistoty 
separovaly v retenčním pořadí: nečistota X a neznámá nečistota paracetamolu, tedy 
obráceném, než v jakém se separují gradientem 5 při použití pufru o pH 7,0 (viz 
obr. 11). Zvýšením pH na 7,2 se změnilo retenční pořadí, jelikož nečistota F eluovala 
před kodeinem. Nečistoty kodeinu C a A částečně koeluovaly s fenpiverinem, respektive 
nečistotou J paracetamolu. Neznámá nečistota paracetamolu (pík 8, obr. 11) koeluovala 
s nečistotou X při snížení  zastoupení methanolu z 5% na 3 %. Za těchto podmínek však 
bylo dosaženo zlepšení rozlišení mezi kodeinem a nečistotou F. Vyšší obsah methanolu 
zvýšil retenci kodeinu a jeho nečistot, jak již bylo popsáno výše u obr. 10 a způsobil 
koeluci kodeinu a nečistoty F, a dále snížení rozlišení mezi nečistotou C a fenpiverinem 
a mezi nečistotami A a J.  
Rovněž byl testován vliv teploty kolony, ale i v tomto případě se metoda projevila 
jako nerobustní. Při zvýšení teploty na 30 °C došlo ke koeluci nečistoty E s neznámou 
nečistotou paracetamolu (pík 8, obr. 11) a koeluci nečistot A a J, a dále pak k výměně 
elučního pořadí dvojice píků kodein a nečistota F a dvojice píků fenpiverin a 
nečistota C. U metody RP-HPLC bylo separace všech analytů dosaženo pouze za 
specifických podmínek (pufr pH 7,0 - gradient 5; pufr pH 6,9 - gradient 4; 25 °C), které 
by z dlouhodobého hlediska nemusely být opakovatelné, zejména při přenosu metody 
do jiných laboratoří. Další vývoj analytické metody byl tedy zaměřen na iontově 
párovou chromatografii (viz kapitola 1.2.2). 
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1.2.2 Data a komentář k vývoji IP-RP-HPLC metody 
Vzhledem k problematické dostupnosti nečistot kodeinu, jakožto omamné a 
psychotropní látky, byla aplikace Ph. Eur. metody na stanovení čistoty kodeinu [149] 
jedním z prvních přístupů pro analýzu Spasmopanu®. Metoda je založena na iontově 
párové chromatografii na koloně se silikagelem modifikovaným řetězcem C8. 
Definované relativní retence kodeinových nečistot umožnily jejich identifikaci ve 
vzorku a posouzení vhodnosti metody pro stanovení čistoty Spasmopanu® či případně 
pouze kodeinu, přičemž nečistoty ostatních dvou API by byly stanoveny jinou metodou. 
Na obrázku 12 jsou znázorněny chromatogramy analýz vzorku Spasmopanu® v 25% 
acetonitrilu (viz kapitola 1.2.3) na kolonách Symmetry C8 a Spherisorb C8 (obě od 
Waters; Praha, Česká republika) Ph. Eur. metodou na stanovení obsahu nečistot 

















Obr. 12 Analýza vzorku Spasmopanu® Ph. Eur. metodou na stanovení obsahu nečistot 
kodeinu. Rozpouštědlo vzorku: 25% acetonitril. Mobilní fáze: oktansulfonát sodný 
(1,08 g)/kyselina octová (20 mL)/acetonitril (250 mL)/voda (730 mL). Teplota kolony: 
25 °C. Průtok: 2,0 mL/min. Detekce: UV, λ = 245 nm. Objem nástřiku: 15 µL. 
A) Kolona Symmetry C8, 250 x 4,6 mm,5 µm. B) Kolona Spherisorb C8, 250 x 4,6 mm,
5 µm. Identifikace píků: 1 - paracetamol a jeho neznámé nečistoty, 2 - nečistota E, 
3 - kodein, 4 - nečistota C, 5 - nečistota A, 6 - pitofenon.  
Z porovnání obou kolon je patrné zejména opačné retenční pořadí nečistot A a C 
kodeinu. Evropský lékopis předepisuje kolonu Spherisorb C8 a relativní retenční časy 
nečistoty A 2,0 a nečistoty C 2,3 [149]. Na této koloně však dochází ke značné 
deformaci píku paracetamolu a kodein i jeho nečistoty prakticky eluují v jeho zóně. 
Nečistota E byla integrována ve strmě klesající části eluční křivky, což by mohlo vést 
k neprecizní a nepřesné kvantifikaci. Metoda neseparuje nečistoty kodeinu B a E a 
identifikace píku 2 jako nečistoty E byla odvozena zpětně po analýze vzorku finální 
metodou. Kolona Symmetry C8 poskytla výrazně lepší separaci kodeinu a jeho nečistot 
od paracetamolu. V případě nedostupnosti referenčních standardů by však nemohla být 
použita z důvodu rozdílné selektivity pro nečistoty A a C. Analýza byla provedena i na 
dalších kolonách stejných parametrů (C8, 250 x 4,6 mm, velikost částic 5 µm). Kolony 


















Symmetry, zatímco kolona ACE 5 jako jediná odpovídala koloně Spherisorb. Na koloně 
YMC pak nečistoty A a C eluovaly jako identický pík. Lékopisná metoda na stanovení 
čistoty kodeinu [149] nemohla být aplikována na analýzu Spasmopanu® z důvodu 
interferujícího paracetamolu. Další testy selektivity této metody potvrdily potenciální 
koeluci kodeinu s nečistotou J paracetamolu a nečistotou KHBB pitofenonu, pokud by 
byly přítomny. Vzhledem k izokratické eluci by analýza byla časově náročná, jelikož 
pitofenon eluoval přibližně po 60 minutách a jeho nečistota PEE až téměř po 
120 minutách.  
V následující části vývoje již byly dostupné referenční standardy kodeinových 
nečistot A, C a E. Výchozí podmínky byly převzaty z interní analytické metody na 
stanovení čistoty léčivého přípravku obsahujícího kodein a paracetamol. Metoda, 
shodně s výše zmíněnou lékopisnou metodou [149], využívala pro separaci iontově 
párové činidlo oktansulfonát sodný v kyselém prostředí. Separační kolona však byla 
Symmetry C18 (250 x 4,6 mm, velikost částic 5 µm) při teplotě 35 °C a eluce byla řízena 
gradientovým programem obsahujícím acetonitril a methanol. Na obrázku 13 jsou 
znázorněny přeložené chromatogramy analýz vzorku Spasmopanu® v 50% acetonitrilu a 
roztoků standardů nečistot paracetamolu a pitofenonu. Píky nečistot kodeinu byly 
identifikovány na základě validace a tyto nečistoty tedy nemusely být spikovány. 
Paracetamol zpravidla neobsahoval nečistoty podobně jako kodein, a proto byly jeho 
nečistoty spikovány, přestože jejich relativní retence byly rovněž známy. 
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Obr. 13 Přeložené chromatogramy analýz vzorku Spasmopanu®, referenčních standardů 
fenpiverinu,  nečistot paracetamolu F, J a K  a nečistot pitofenonu KHBB, X, MeKHBB 
a PEE. Rozpouštědlo vzorků: 50% acetonitril. Kolona: Symmetry C18, 250 x 4,6 mm, 
5 µm. Teplota kolony: 35 °C. Objem nástřiku: 10 µL. Detekce: UV, λ = 220 nm. Mobilní 
fáze: složka A - pufr: oktansulfonát sodný monohydrát (1,44 g/L), pH 2,5 upraveno 85% 
H3PO4; složka B - acetonitril; složka C - methanol. Průtok:1,0 mL/min. Gradientová 
eluce [t(min)/acetonitril(%)/methanol(%)]: 0/10/5, 15/15/5, 28/25/5, 38/35/5, 40/10/5, 
50/10/5. Identifikace píků: 1 - paracetamol, 2, 3, 4 - neznámé nečistoty paracetamolu, 
5 - nečistota K, 6 - nečistota E, 7 - nečistota F, 8 - kodein, 9 - nečistota KHBB, 
10 - nečistota J, 11 - nečistota C, 12 - nečistota A, 13 - nečistota X, 14 - nečistota 
MeKHBB, 15 - fenpiverin, 16 - nečistota PEE, 17 - pitofenon. 
Přeložené chromatogramy na obrázku 13 demonstrují nedostatky výchozí metody 
pro analýzu Spasmopanu®. Pík nečistoty K (4-aminofenol, hlavní degradační produkt 
paracetamolu) byl vlivem eluční síly rozpouštědla vzorku rozštípnutý. Většina píků 
eluovala až ve druhé polovině analýzy a navíc v části, kdy se gradient navracel do 
počátečních podmínek a průběh základní linie byl pro integraci píků nevhodný. 
Rozlišení mezi nečistotami kodeinu A a C bylo 1,5 a částečné koeluce by se daly 
očekávat i pro píky eluující mezi nečistotami pitofenonu X a PEE. Nebyla detekována 
neznámá nečistota kodeinu (pík číslo 15, obr. 10) pravděpodobně z důvodu koeluce 
s píkem vzniklým gradientovou změnou ve 38 minutě. Vývoji kompatibilního 

























byla zachována kolona, teplota, pufr a byl měněn gradientový program za účelem 
zrychlení první poloviny analýzy a zpomalení druhé poloviny tak, aby došlo k separaci 
všech sledovaných API a nečistot v čase před návratem gradientu na počáteční 
podmínky. Hlavní změny v gradientu zahrnovaly zvýšení obsahu organické složky 
v počátečních podmínkách, zrychlení analýzy vynecháním kroků gradientu od počátku 
analýzy do 15. a 28. minuty a zvýšení eluční síly mobilní fáze nahrazením methanolu 
acetonitrilem. Na obrázku 14 jsou znázorněny chromatogramy analýz vzorku 
Spasmopanu® spikovaného nečistotami při použití gradientových programů (14 A, 






























Obr. 14 Analýza vzorku Spasmopanu® spikovaného nečistotami paracetamolu F, J a K 
a pitofenonu KHBB, X, MeKHBB a PEE na hladině 0,2 %. Instrumentální podmínky a 
identifikace píků viz obr. 13. Gradientová eluce: [t(min)/acetonitril(%)/methanol(%)]: 
A) 0/15/5, 38/35/5, 40/15/5, 50/15/5 B) 0/20/0, 38/40/0, 40/20/0, 50/20/0, C) 0/15/0, 

























































Snížení obsahu pufru v počátečních podmínkách gradientu a jeho zrychlení 
způsobilo změnu retenčního pořadí kodeinu a nečistoty F a koeluci nečistot C a J. Píky 
v zadní části chromatogramu však oproti výchozím podmínkám eluovaly v delším 
časovém období a v rámci vzrůstající části gradientu (obr. 14 A). Nahrazení methanolu 
acetonitrilem zapříčinilo příliš slabou retenci nečistoty K, která tak koeluovala 
s neznámými nečistotami paracetamolu. Podobně jako u RP-HPLC retence kodeinu a 
jeho nečistot A a C byly výrazněji závislé na obsahu methanolu v mobilní fázi než 
retence paracetamolových nečistot F a J. Při použití gradientu neobsahujícího methanol 
(obr. 14 B) tak došlo k jejich separaci na rozdíl od předchozího gradientu (obr. 14 A). 
Zvýšení retence analytů při použití gradientu bez methanolu bylo dosaženo opětovným 
snížením obsahu acetonitrilu v počátečních podmínkách (obr. 14 C). Při použití takto 
modifikovaného gradientu byly všechny nečistoty dostatečně separovány (R ≥ 1,7).  
Píky nečistot K a E byly za všech podmínek deformovány vlivem použití 50% 
acetonitrilu jako rozpouštědla vzorku. Nečistota K byla od neznámé nečistoty 
paracetamolu dostatečně oddělena, jelikož při použití kompatibilního rozpouštědla 
vzorku (viz kapitola 1.2.3) retenční čas nečistoty K odpovídal pravému vrcholu 
deformovaného píku. Pík před neznámou nečistotou paracetamolu (pík číslo 4, 
obr. 14 C), byl způsoben rozpouštědlem vzorku a průběhem gradientu a postupně 
vymizel s ekvilibrací kolony a změnou rozpouštědla vzorku, přičemž separace analytů 
se nezměnila. Neoznačený pík mezi nečistotami A a J byl identifikován jako degradační 
nečistota ze standardu nečistoty F, která se v čerstvě připraveném vzorku 
nevyskytovala. V tomto retenčním čase standardně eluovala neznámá nečistota kodeinu 
(pík číslo 15, Obr. 10). Selektivita metody pro nečistotu B kodeinu byla ověřena až před 
vlastní validací z důvodu nedostupnosti referenčního materiálu. Metoda založená na IP-
RP-HPLC byla oproti RP-HPLC metodě robustní a poskytovala píky s lepší symetrií 
(viz Publikace I). Analytická data byla sbírána pomocí PDA detektoru. Na obrázku 15 
jsou znázorněna UV spektra jednotlivých API a nečistoty K, jejíž UV spektrum mělo 
průběh odlišný od paracetamolu. Vlnové délky pro vyhodnocení dat: nečistota K 
(220 nm), paracetamol a jeho nečistoty (245 nm), kodein, pitofenon a jejich nečistoty 





Obr. 15. UV spektra paracetamolu (A), nečistoty K (B), kodeinu (C), pitofenonu (D) a 
fenpiverinu (E). Spektra paracetamolu, kodeinu a pitofenonu byla exportována z analýz 
referenčního roztoku (0,2% hladina). Spektra nečistoty K a fenpiverinu byla 




















1.2.3 Vývoj postupu přípravy vzorku 
Čípkovina Spasmopanu® obsahuje nepolární čípkový základ H 15 a W 35 a 
ethoxylované alkoholy C12 - C16. Tyto složky placeba musely být v rámci přípravy 
vzorku odstraněny z důvodu možného zanášení a degradace separačních kolon. Prvotní 
experimenty byly zaměřeny na rozpuštění čípku ve vhodném rozpouštědle pomocí 
ultrazvukové lázně a následném vysrážení nepolární čípkoviny snížením teploty vzorku 
či náhlou změnou polarit rozpouštědla naředěním vodou. V tabulce 3 jsou shrnuty 
závěry z rozpouštění jednoho čípku Spasmopanu® v 25 mL acetonitrilu, methanolu, 
vodě, isopropanolu, dimethylsulfoxidu a acetonu. Vzorky byly rozpouštěny 
v ultrazvukové lázni za občasného protřepávání při 25 °C a 37 °C po dobu 25 minut. Po 
ochlazení na laboratorní teplotu byly vzorky filtrovány přes 0,22µm PVDF filtr a 
vzorky rozpuštěné v acetonitrilu, methanolu a isopropanolu byly naředěny vodou 
v poměru 1:1.  
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Tab. 3 Tabulka pozorování rozpouštění jednoho čípku Spasmopanu® v 25 mL 
rozpouštědla pomocí ultrazvukové lázně (UZ) po dobu 25 minut při teplotách 25 °C a 
37 °C. Pozorování chování vzorků po opětovném vychladnutí z 37 °C na laboratorní 
teplotu, filtraci (0,22µm) a po ekvivalentním přídavku vody. 
Z popsaných pozorování a závěrů byly jako nejvhodnější rozpouštědla do dalších 
experimentů vybrány acetonitril a methanol. V obou rozpouštědlech byl čípek rozpuštěn 
v ultrazvukové lázni při teplotě 37 °C a po vychladnutí byly složky placeba opětovně 
vysráženy za vzniku bílých shluků a čirého roztoku. Přídavek ekvivalentního množství 
vody k filtrátům těchto vzorků však vedl ke sražení dalšího podílu složek placeba. 
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Samotné ochlazení vzorků tedy nevedlo ke kvantitativnímu odstranění placeba ze 
vzorku. Roztok vzniklý rozpouštěním ve vodě nebylo možné filtrovat z důvodu ucpání 
filtru. V acetonu a isopropanolu se vzorek nerozpustil celý. Dimethylsulfoxid narozdíl 
od methanolu a acetonitrilu poskytuje na začátku chromatogramu výrazný pík 
rozpouštědla, jelikož absorbuje UV záření od 265 nm níže [150]. V dalším kroku byl 
jeden čípek rozpouštěn znovu ve 25 mL acetonitrilu a methanolu a zároveň 
v 50% acetonitrilu a 50% methanolu v ultrazvukové lázni při 37 °C po dobu 20 minut. 
Pro urychlení srážení byly vzorky chlazeny při -18 °C po dobu jedné hodiny a vzorky 
v 50% acetonitrilu a 50% methanolu i při 4 °C po dobu jedné hodiny. Vzorky po 
ochlazení nebyly filtrovány, ale odstředěny při 12 000 rpm po dobu 10 minut.  
Všechny čípky se v ultrazvukové lázni rozpustily za vzniku bíle zakalených 
roztoků. Ochlazení při -18 °C vedlo u vzorků v čistém acetonitrilu a methanolu 
k velkým shlukům placeba v čirém roztoku, úplnému zmrznutí vzorku v 50% 
acetonitrilu a malým částečkám v roztoku u vzorku v 50% methanolu. Po odstředění 
byly supernatanty všech vzorků čiré kromě vzorku v 50% methanolu, který musel být 
filtrován (0,22µm, PVDF). Naředění vzorků v čistém acetonitrilu a methanolu 
ekvivalentním množstvím vody opět vedlo k dalšímu vysrážení placeba, které bylo 
odfiltrováno. Část vzorků v 50% acetonitrilu a 50% methanolu, které byly chlazeny při 
4 °C, byly odstředěny za vzniku čirého supernatantu, jelikož po ochlazení obsahovaly 
bílé shluky placeba v čirém roztoku. Zkušební přidání nadbytku vody k malému podílu 
vzorků v 50% organických rozpouštědlech již nevedlo k vysrážení dalšího placeba. 
Vzorky byly analyzovány výchozí metodou IP-RP-HPLC (viz kapitola 1.2.2) a byla 
orientačně ověřena výtěžnost jednotlivých API porovnáním s referenčními roztoky 
v 50% acetonitrilu o koncentraci 1 mg/mL. Methanol v rozpouštědle vzorku způsoboval 
výrazné frontování píku paracetamolu. Orientační výtěžnost jednotlivých  API byla ve 
všech vzorcích v rozmezí od 96 % do 104 %, tedy dostačující. Vzhledem k průběhu 
přípravy a chromatografickým výsledkům byl pro další rozpouštění vybrán 50% 
acetonitril a postup přípravy zahrnující ochlazení při 4 °C a odstředění vzorku. Při 
analýze spikovaného vzorku finálními chromatografickými podmínkami však byly v 
tomto rozpouštědle píky nečistot K a E deformovány (viz obr. 14 C) vlivem eluční síly 
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50% acetonitrilu. Píky byly deformovány i při snížení nástřiku objemu vzorku na 5 µL 
či snížení teploty kolony na 25 °C i při zvýšení obsahu organické složky v mobilní fázi 
na počátku gradientu (obr. 14 A a B). Pík nečistoty E byl symetrický již při použití 40% 
acetonitrilu jako rozpouštědla vzorku. Pík nečistoty K byl však stále deformován, navíc 
výtěžnost této nečistoty ve 40% acetonitrilu byla pouze 76 %. Obsah acetonitrilu 
v rozpouštědle vzorku byl postupně snižován na 30 %, 25 % a 20 % a zároveň byla pro 
přípravu použita voda okyselená kyselinou fosforečnou (0,5 mL 85% H3PO4 na 
1000 mL vody) pro zvýšení výtěžnosti nečistoty K (4-aminofenol). Zcela symetrického 
píku (Sf = 1,0) nečistoty K a její dostatečné výtěžnosti (92 %, hladina 0,1 %) bylo 
dosaženo až při použití okyseleného rozpouštědla vzorku obsahujícího 20 % 
acetonitrilu. Kvantitativní vysrážení složek placeba v tomto rozpouštědle však 
vyžadovalo minimálně 2,5 hodiny při 4 °C a následnou filtraci přes 0,22µm PVDF filtr.   
Pro zrychlení přípravy vzorku byl tedy vyvinut alternativní postup založený na 
extrakci složek placeba z vodné fáze do hexanu. Ke vzorku rozpuštěnému 
v ultrazvukové lázni bylo přidáno 10 mL hexanu a vzorek byl intenzivně třepán po dobu 
10 minut. Následné dělení fází však nebylo optimální a i po 30 minutách ustalování 
nebylo fázové rozhraní jednoznačné a spodní vodná fáze byla bíle zakalena. Zlepšení 
dělení fází bylo dosaženo použitím 10 mL okyseleného 50% acetonitrilu pro 
rozpouštění čípku a třepání s hexanem. Vzorek byl poté naředěn 15 mL okyselené vody, 
jemně zamíchán a ponechán v dělící baňce po 30 minut. Při tomto postupu bylo fázové 
rozhraní jednoznačné a spodní vodná fáze byla téměř čirá. Vzorek byl filtrován přes 
0,45µm PVDF filtr. Přidání nadbytku vody k malému množství čirého filtrátu 
nezpůsobilo vysrážení dalšího placeba, a to tedy bylo třepáním z hexanem kvantitativně 
odstraněno. V tabulce 4 jsou uvedena data kvantitativně porovnávající obě metodiky 
přípravy vzorku.  
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Tab. 4 Výška (h), plocha (Ar) a normalizovaná plocha (Ar, norm.) pro píky analytů  ze 
vzorků připravených dvěma metodikami pro odstranění složek placeba. Rozpouštědlo 
vzorku: 20% acetonitril připravený z okyselené vody (0,5 mL 85% H3PO4 na 1000 mL 
vody). Kolona: Symmetry C18, 250 x 4,6 mm, 5 µm. Teplota kolony: 35 °C. Objem 
nástřiku: 10 µL. Detekce: UV, λ = 220 nm. Mobilní fáze: složka A - pufr: oktansulfonát 
sodný monohydrát (1,44 g/L), pH 2,5 upraveno 85% H3PO4; složka B - acetonitril. 
Průtok:1,0 mL/min. Gradientová eluce [t(min)/acetonitril(%)]: 0/15, 35/40, 40/15, 
50/15.  
Pro zajištění analytické preciznosti metody a dostatečné citlivosti byly vzorky 
připraveny z 20 zhomogenizovaných čípků a do 100mL odměrných baněk byly 
navažovány hmotnostní ekvivalenty dvou čípků. Byla použita šarže Spasmopanu® čtyři 
roky po datu její výroby. Z dat uvedených v tabulce 4 je patrné, že obě metodiky 
poskytly kvantitativně srovnatelné výsledky a v dalších experimentech bylo použito už 
pouze časově méně náročné odstranění placeba třepáním vzorku s hexanem. Pík 
paracetamolu koncentračně přesáhl pracovní rozsah detektoru a nebyl kvantifikován.   
Okyselená voda v rozpouštědle vzorku byla nahrazena oktansulfonátovým pufrem 
o pH 2,5 použitým v mobilní fázi z důvodu lepší kompatibility a snížení gradientového 
píku v retenčním čase cca 7,6 minuty (viz obr. 14 C). Obsah nečistoty K ve vzorku byl 
však v čase závislý na hodnotě pH použitého rozpouštědla. Na obrázku 16 jsou 
vyneseny závislosti plochy nečistoty K na čase při použití pufrů o hodnotách pH 2,5, 
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Metodika 4 °C; 2,5 hodiny hexan; 10 minut třepání















4224 38453 0,14 4387 38389 0,14
kodein 1646819 16432678 59,40 1672109 16498434 59,42
nečistota A 6212 58633 0,21 6200 58431 0,21
nečistota C 2459 21662 0,08 2417 21160 0,08
nečistota X 4069 39260 0,14 4106 39226 0,14
pitofenon 1022479 11074952 40,03 1010442 11108558 40,01
3,0 a 3,5 pro přípravu vzorku. Jelikož nečistota K se ve vzorku přirozeně nevyskytovala, 
pro měření v pH 3,0 a 3,5 byly použity vzorky spikované na hladině 0,1 %. 
Obr. 16 Závislosti plochy nečistoty K (Ar) v % vůči počátečnímu stavu (t = 0 hod.) na 
čase v hodinách pro hodnoty pH pufru použitého při přípravě vzorku. —— pH 2,5; 
—— pH 3,5; —○— pH 3,0. Vzorky uchovávány při 10 °C, ostatní instrumentální 
podmínky viz tab. 4. 
Nečistota K je hlavním degradačním produktem paracetamolu v kyselém 
prostředí. Při použití pufru o pH 2,5 se její obsah zvýšil za 24 hodin téměř třikrát a za 
48 hodin více než čtyřikrát. Zvoleným akceptačním kritériem pro rozhodnutí o stabilitě 
vzorku byla změna maximálně 20 % relativních za 24 hodin (viz Publikace I)  a vzorek 
v pH 2,5 tomuto kritériu nevyhověl.  
Nevyhovující byl i vzorek připravený při použití pufru o pH 3,5, kdy naopak 
docházelo k degradaci naspikované nečistoty K [151] a její obsah klesl za 24 hodin 
o 25 %. Podobné hodnoty byly naměřeny i u vzorků připravených při použití čisté vody 
a pufru o pH 6,3 v rozpouštědle vzorku. Méně strmý pokles obsahu nečistoty K byl 
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vzorku vyhověl stabilitním kritériím (viz Publikace I). Pokles obsahu nečistoty K pouze 
o 3,5 % za 24 hodin byl naměřen při použití 50% methanolu jako rozpouštědla vzorku, 
avšak kodein byl v tomto rozpouštědle nestabilní a obsah jeho nečistoty C narostl 
o 73 % za stejnou dobu. Konečným rozpouštědlem vzorku byl tedy 20% acetonitril 
v oktansulfonátovém pufru o pH 3,0.  
1.3 Výsledky a diskuze - komentář k publikaci II 
1.3.1 Data a komentář k vývoji UHPLC metody 
Vývoj metody na stanovení obsahu nečistot amlodipinu, valsartanu a 
hydrochlorothiazidu byl založen na separačním mechanismu v reverzní fázi. Byla 
zvolena gradientová eluce pufru v kyselé oblasti pH a acetonitrilu. Metody pro 
stanovení jednotlivých API v této kombinaci byly publikovány při použití pufrů z celé 
škály hodnot pH, v kyselé oblasti však bylo dosaženo píků s nejlepší symetrií. Na 
obrázku 17 jsou znázorněny chromatogramy analýz vzorku spikovaného nečistotami 
amlodipinu a hydrochlorothiazidu výchozí metodou s objemy nástřiků vzorku 1,0 µL a 
2,0 µL. Byla použita kolona Acquity UPLC BEH C8 (100 x 2,1 mm, velikost částic 
1,7 µm) a 10 mmol/L fosforečnanový pufr o pH 2,5 s gradientem začínajícím na 5 % 


























Obr. 17 Analýza vzorku spikovaného nečistotami A a B hydrochlorothiazidu na hladině 
1,0 % a A, B, E, F, G amlodipinu na hladině 0,2 % a nečistoty D amlodipinu na hladině 
0,5 %. Rozpouštědlo vzorku: 60% methanol. Kolona: Acquity UPLC BEH C8 
100 x 2,1 mm, 1,7 µm. Teplota kolony: 25 °C. Detekce: UV, λ = 225 nm. Mobilní fáze: 
10 mmol/L NH4H2PO4/H3PO4 pH 2,5 a acetonitril dle gradientového programu [t(min)/
acetonitril(%)]: 0/5, 7/65, 8/65, 10/5. Průtok: 0,4 mL/min. A) objem nástřiku 1,0 µL; B) 
objem nástřiku 2,0 µL. Identifikace píků:1 - besilát, 2 - nečistota B (HCTZ), 
3 - nečistota A (HCTZ), 4 - HCTZ, 5 - neznámá nečistota HCTZ, 6 - nečistota C 
(HCTZ), 7 - nečistota D (AMLO), 8 - nečistota F (AMLO), 9 - AMLO, 10 - nečistota E 
(AMLO), 11 - nečistota C (VALS), 12 - VALS, 13 - nečistota B (AMLO), 14 - nečistota G 
(AMLO), 15 - nečistota A (AMLO).  
Neidentifikované píky jsou minoritními neznámými nečistotami valsartanu nebo 
pocházejí z rozpouštědla vzorku a změn v gradientu (poslední pík v záznamu). 
Z porovnání chromatogramů je patrné, že při objemu nástřiku 2,0 µL došlo 
k předávkování separačního systému, což se projevilo deformací, koelucí a snížení 
retenčních časů píků hydrochlorothiazidu a jeho nečistot (obr. 17 B, píky 2 - 5). Objem 
nástřiku 1,0 µL však neposkytoval dostatečnou citlivost pro amlodipin a jeho nečistoty.  
Výchozí metoda také uspokojivě neseparovala všechny studované analyty. 
Nečistota B amlodipinu eluovala na chvostu píku valsartanu, ale tato částečná koeluce 
























amlodipin (360 nm). Minoritní neznámé nečistoty (obsah < 0,05 %) valsartanu 
koeluovaly s amlodipinem a částečně i s valsartanovou nečistotou C. Následné kroky 
zahrnovaly úpravy separačních podmínek a gradientu s testováním vlivu zvýšení obsahu 
organické složky mobilní fáze na deformaci píků na začátku chromatogramu a zlepšení 
separace neznámých nečistot valsartanu od studovaných API a nečistot (kritické páry 
viz Publikace II). Na obrázku 18 jsou znázorněny analýzy vzorku spikovaného 
























































































Obr. 18 Chromatogramy analýz vzorku spikovaného nečistotami A, B (HCTZ) na 
hladině 1,0 %, A, B, D, E, F, G (AMLO) na hladině 0,2 %, respektive 0,5 % pro 
nečistotu D a nečistotami B, C, 07, 09 (VALS) na hladině 0,2 %, respektive 0,3 % pro 
nečistotu C. Rozpouštědlo vzorku: 60% methanol. Kolony: A, B, C) Acquity UPLC BEH 
C8 100 x 2,1 mm, 1,7 µm; D) Zorbax Eclipse C8 RRHD 100 x 3,0 mm, velikost částic 
1,8 µm. Teplota kolony: 25 °C. Detekce: UV, 225 nm. Mobilní fáze: 10 mmol/L 
NH4H2PO4/H3PO4 pH 2,5 a acetonitril dle gradientového programu [t(min)/
acetonitril(%)]: A) 0/10, 1/10, 8/65, 9/65, 9,5/10, 12/10 (gradient 2); B, D) 0/15, 9/65, 
10/65, 10,5/15, 12/15 (gradient 3); C) 0/20, 9/65, 10/65, 10,5/20, 12/20 (gradient 4). 
Průtok: A, B, C) 0,4 mL/min; D) 0,8 ml/min. Objem nástřiku A, B) 1,0 µL; C, D) 2,0 µL. 
Identifikace píků: 1 - besilát, 2 - nečistota B (HCTZ), 3 - nečistota A (HCTZ), 4 - HCTZ, 
5, 6 - neznámé nečistoty HCTZ, 7 - nečistota 09 (VALS), 8 - nečistota C (HCTZ), 
9 - neznámá nečistota VALS, 10 - nečistota D (AMLO), 11 - nečistota F (AMLO), 
12 - AMLO, 13 - nečistota E (AMLO), 14 - nečistota C (VALS), 15 - VALS, 
16 - nečistota B (AMLO), 17 - nečistota G (AMLO), 18 - nečistota 07 (VALS), 19 - 
nečistota B (VALS), 20 - nečistota A (AMLO).   
Zvýšení obsahu acetonitrilu na 10 % v počátečních podmínkách gradientu a 
vložený jednominutový izokratický úsek neměly pozitivní vliv na deformaci píků 
hydrochlorothiazidu a jeho nečistot A a B při nástřikovém objemu 2,0 µL 
(neznázorněno). Selektivita při použití gradientu 2 (obr. 18 A) při porovnání s výchozí 
metodou nebyla prakticky ovlivněna, retenční pořadí a koeluce píků zůstaly srovnatelné. 





























acetonitrilu bez počáteční izokratické fáze (neznázorněno). Počáteční množství 
acetonitrilu 20 % (gradient 4, obr. 18 C) vedlo ke koeluci nečistot hydrochlorothiazidu 
A a B a koeluci neznámé nečistoty hydrochlorothiazidu s nečistotou 09 valsartanu. 
Nečistota C hydrochlorothiazidu eluovala na strmé části driftu základní linie, což by 
mohlo zapříčinit její neprecizní a nepřesnou kvantifikaci. Při použití gradientu 4 
s objemem nástřiku 2,0 µL však nedošlo k deformaci píku hydrochlorothiazidu a od 
amlodipinu se vydělila neznámá nečistota valsartanu (neidentifikovaný pík před 
píkem 12).  
Separace všech analytů bylo dosaženo použitím gradientu 3 začínajícího na 15 % 
acetonitrilu (obr. 18 B). S tímto gradientem byly dále testovány objemy nástřiku vzorku 
1,5 µL, 1,8 µL a 2,0 µL. Za těchto podmínek se píky hydrochlorothiazidu a jeho 
nečistot deformovaly již při objemu nástřiku 1,5 µL. Srovnatelně s výchozí metodou 
však objem nástřiku 1,0 µL nepostačoval k dostatečné citlivosti i s ohledem na vývoj 
tablet obsahujících ještě menší množství amlodipin besilátu. Metoda byla přenesena na 
kolonu Zorbax Eclipse C8 RRHD 100 x 3,0 mm, velikost částic 1,8 µm, na které díky 
většímu objemu kolony bylo možné aplikovat nástřiky až 3,0 µL bez vlivu na symetrii 
píků. Z obrázku 18 D je patrné, že na této koloně došlo k úplnému oddělení nečistoty B 
amlodipinu od valsartanu, změně retenčního pořadí pro amlodipin a neznámou nečistotu 
valsartanu a výrazně hladšímu průběhu základní linie. Zároveň však neznámá nečistota 
valsartanu koeluovala s nečistotou C hydrochlorothiazidu (píky 8 a 9) a znemožnila tak 
její kvantifikaci. Částečné separace těchto dvou píků (R = 0,9) bylo dosaženo aplikací 
finálního gradientového programu [t(min)/acetonitril(%)]: 0/15, 11/75, 12/75, 12,5/15, 
15/15 a úplné separace (R = 2,3) zvýšením teploty kolony na 30 °C (viz Publikace II). 
Částečná koeluce neznámé nečistoty valsartanu a jeho nečistoty C zůstala zachována za 
všech podmínek. Neznámá nečistota však byla vždy minoritní (obsah < 0,05 %) i ve 
stresovaných vzorcích a vývojových stabilitních studiích a díky rozlišení 1,0 byla 
nečistota C precizně a přesně kvantifikována (viz Publikace II).  
Analytická data byla sbírána pomocí PDA detektoru. Vlnové délky pro 
vyhodnocení čistoty jednotlivých API byly vybrány na základě jejich UV spekter, 
případně UV spekter nečistot, které měly odlišný průběh od spekter příslušných API. Na 
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obrázku 19 jsou znázorněna UV spektra valsartanu, hydrochlorothiazidu a jeho 
nečistoty A a amlodipinu a jeho nečistoty D. Pro valsartan byla zvolena vlnová délka 
225 nm stejně jako pro amlodipinovou nečistotu D, jelikož její spektrum postrádá 
absorpční pás s maximem při cca 360 nm typický pro amlodipin a jeho nečistoty 
(obr. 19 D a E). Čistota hydrochlorothiazidu byla vyhodnocována při 271 nm, jelikož 
jeho nečistota A postrádá absorpční pás s maximem při cca 317 nm (obr. 19 B a C). 
Ostatní nečistoty amlodipinu byly kvantifikovány při 360 nm. Při této vlnové délce 
valsartan záření neabsorbuje, a tak byly eliminovány veškeré potenciální interference 
jeho minoritních nečistot (obr. 19 A a D). 
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Obr. 19 UV spektra A) valsartanu, B) hydrochlorothiazidu, C) nečistoty A (HCTZ), 
D) amlodipinu, E) nečistoty D (AMLO). Spektra valsartanu, hydrochlorothiazidu a 
amlodipinu byla exportována z analýz referenčního roztoku (0,2% hladina). Spektra 




















1.3.2 Vývoj přípravy vzorku 
Reprezentativní množství vzorku (20 tablet) bylo zhomogenizováno ve třecí 
misce a tohoto bylo do 25mL odměrné baňky naváženo 795 mg. Tato navážka 
zajišťovala dostatečnou koncentraci jednotlivých API, a tedy i požadovanou citlivost 
metody při objemu nástřiku 2,0 µL (viz Publikace II). Ke vzorku bylo přidáno 20 mL 
rozpouštědla a vzorek byl ultrazvukován po dobu 25 minut za občasného míchání. 
Odměrná baňka byla rozpouštědlem vzorku doplněna po rysku a vzorek byl odstředěn 
při 14 000 rpm po dobu 10 minut. Pro tento obecný postup bylo postupně testováno 
několik rozpouštědel vzorku. Sledovanými parametry byly především stabilita vzorku, 
výtěžnost nečistot a tvar píků na začátku chromatogramu (nečistoty B a A 
hydrochlorothiazidu). Závěry z těchto experimentů jsou uvedeny v tabulce 5.   
Tab. 5 Testování rozpouštědla vzorku pro přípravu. 795 mg vzorku/25 mL rozpouštědla, 
ultrazvuk 25 minut, odstředění 14 000 rpm/10 minut. Chromatografické podmínky viz 
Publikace II. Sledovány parametry stability vzorku [kritická nečistota B (HCTZ), 
hladina 0,1 %)], výtěžnost [kritická nečistota C (HCTZ), hladina 0,1 %] a tvar píků 
nečistot B a A (HCTZ). 
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Parametr /  
Rozpouštědlo
stabilita nečistoty B 
(HCTZ)
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hodin při 25 °C
nevyhovující: 
49 % symetrické

























Ve výchozím rozpouštědle (60% methanolu) hydrochlorothiazid ve vzorku 
z léčivého přípravku degradoval na nečistotu B. Bylo-li v tomto rozpouštědle 
připraveno  samostatně 25 mg API hydrochlorothiazidu, degradace byla ještě rychlejší 
(nárůst plochy o 185 % za 18 hodin při 25 °C). Maximální akceptovatelná změna byla 
10 % relativních za zvolenou časovou jednotku (minimálně 24 hodin). Zároveň byla 
nevyhovující výtěžnost nečistoty C (HCTZ) ze zhomogenizované tabletoviny, což bylo 
potvrzeno analýzou API obsahující tuto nečistotu a API smíchanou s placebem. 
Výtěžnost nečistoty C na hladině 0,1 % by měla být v intervalu 70,0 % - 130,0 % [56]. 
Vzorek API hydrochlorothiazidu s placebem byl dále na 2 hodiny uložen v lednici při 
4 °C a následně odstředěn. V tomto případě výtěžnost nečistoty C klesla ze 49 % na 
44 %. Zpět na hodnotu 49 % se výtěžnost vrátila, pokud byl vzorek z lednice nejprve 
znovu vytemperován na 25 °C a až poté odstředěn, čímž byla prokázána sorpce 
nečistoty C na placebo.  
Hydrochlorothiazid byl stabilizován okyselením rozpouštědla vzorku, avšak 
výtěžnost nečistoty C byla stále nízká. Zvýšení obsahu organické složky či nahrazení 
methanolu acetonitrilem vedlo ke zvýšené solvatační schopnosti rozpouštědla a 
dosažení požadované výtěžnosti. Eluční síla těchto rozpouštědel však ovlivnila tvary 
píků nečistot B a A hydrochlorothiazidu. Při použití 80% methanolu byly píky ve svých 
vrcholech deformovány a při použití 60% acetonitrilu byly rozmyty a též deformovány. 
Účinnost separace pro nečistoty B a A byla v 60% acetonitrilu 8300, respektive 7000 
teoretických pater, zatímco ve finálním rozpouštědle byla účinnost 15300 a 11800 
teoretických pater. Konečné rozpouštědlo vzorku kombinovalo stabilizující efekt 
kyseliny fosforečné a zvýšenou solvatační schopnost dosaženou částečným nahrazením 
methanolu za acetonitril, přičemž jeho eluční síla neměla negativní vliv na tvar píků.  
Během vývoje složení rozpouštědla vzorku bylo zjištěno, že ultrazvukování 
vzorku, jeho odstředění a uchovávání v autosampleru by mělo probíhat za 
kontrolovaných a pro danou fázi nejnižších možných teplot. Důvodem byla neznámá 
nečistota hydrochlorothiazidu (obr. 18, pík 5), jejíž plocha se při porovnání 
kontrolovaných a nekontrolovaných podmínek zvýšila z 1838 mV/s na 3359 mV/s. 
Vzhledem k výkonu ultrazvuku byla minimální možná udržitelná teplota 25 °C. Pro 
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odstřeďování a skladování vzorku byla nastavena teplota 10 °C, jelikož při nižší teplotě 
docházelo po 24 hodinách ke srážení některé složky vzorku a zároveň tato teplota 
zajistila dostatečnou stabilitu připraveného vzorku.   
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2. Příprava monolitických stacionárních fází pro tenkovrstvou 
chromatografii 
2.1 Teoretický úvod 
Monolitické stacionární fáze jsou moderní separační média s všestrannou 
aplikační oblastí. Na rozdíl od sférických stacionárních fází jsou vytvořeny z jednoho 
kusu pórovitého materiálu, který zcela vyplňuje tělo kolony či kanálek čipu. Obecné 
vlastnosti organických i anorganických monolitických stacionárních fází, základní 
způsoby jejich přípravy a vybrané aplikace jsou popsány v přiložené Publikaci III.  
Monolitické tenké vrstvy na bázi oxidu křemičitého o tloušťce 10 µm přinesly 
oproti klasické HPTLC zrychlení analýzy, snížení spotřeby rozpouštědel a zvýšení 
citlivosti detekce [1, 2]. Ultra tenkovrstvá chromatografie (UTLC) byla tedy využívána 
především ve spojení s MS detekcí [3 - 9]. Příprava organických monolitů pro 
tenkovrstvou chromatografii započala až v roce 2004, kdy Švec, Fréchet a kol. 
představili vzorkovací destičku modifikovanou zpolymerizovanými monolity pro 
MALDI-TOF detekci [10]. Monolitická fáze oproti klasické matrici (2,5-
dihydroxybenzoová kyselina) poskytovala méně interferující pozadí pro ionizaci malých 
molekul a delší trvanlivost vzorkovací destičky v porovnání se silikagelovou 
matricí [10].  
V roce 2007 pak byla popsána příprava monolitické tenké vrstvy na bázi 
methakrylátu mezi dvěma sklíčky oddělenými teflonovým těsněním [11]. Složení 
polymerizační směsi (butyl-methakrylát 24 % hm., ethylen-dimethakrylát 16 % hm., 
dekan-1-ol 40 % hm. a cyklohexanol 20 % hm.) bylo převzato z přípravy kapilárních 
kolon. Polymerizace byla iniciována UV zářením a vzniklý monolit separoval barviva, 
proteiny i peptidy. Nicméně, ionizace makromolekul technikou MALDI musela být 
podpořena přítomností 3,5-dimethoxy-4-hydroxybenzoové kyseliny. Monolitická fáze 
byla přichycena na silanizované mikroskopické sklíčko. Fotografie ze skenovacího 
elektronového mikroskopu však odhalila rozdílnou morfologii svrchní vrstvy monolitu, 
která byla v kontaktu s nemodifikovaným krycím sklíčkem. Oproti globulární struktuře 
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v jeho středu byla svrchní vrstva monolitu na pohled kompaktní a méně porézní [11]. 
Hladký povrch monolitu byl sice vhodný pro separaci a následnou ionizaci 
molekul [11], ale jeho úhel smáčení vodou byl 77 ° [12]. Požadovaných 
superhydrofóbních vlastností povrchu [12] bylo dosaženo při použití silanizovaného 
krycího sklíčka. V tomto případě byl povrch monolitu hrubý a úhel smáčení byl 154 °. 
Přestože obě sklíčka tvořící formu byla silanizována, monolit byl přednostně přichycen 
ke sklíčku, které bylo blíže ke zdroji UV záření, zatímco na krycím sklíčku zůstal pouze 
slabý film monolitu. Povrch monolitu i jeho střed tedy měly shodnou morfologii. 
Mechanická odolnost 50µm monolitických vrstev však závisela na obsahu dekan-1-olu 
a cyklohexanolu v polymerizační směsi. Optimální poměr 40 % hm. dekan-1-olu a 20 % 
hm. cyklohexanolu dal vzniknout monolitu, který byl dostatečně mechanicky stabilní, 
aby se nerozpadl při rozdělávání formy, a zároveň nepřilnul příliš silně ke krycímu 
sklíčku. Monolit byl dále z části modifikován hydrofilními monomery a použit pro 
dvoudimenzionální chromatografii peptidů s ionizací technikou DESI a MS 
detekcí [12].   
Obdobný monolit o tloušťce 125 µm, avšak s poměrem dekan-1-olu a 
cyklohexanolu 1:1, byl připraven za účelem separace peptidů a oligonukleotidů planární 
elektroforézou a elektrochromatografií [13]. Nahrazení butyl-methakrylátu 
reaktivnějším glycidyl-methakrylátem umožnilo přípravu monolitické tenké vrstvy 
s gradientem hydrofobicity pro dvoudimenzionální chromatografii peptidů s MALDI-
TOF-MS detekcí [14]. Methakrylátové monolity hydrofobní i hydrofilní povahy byly 
připraveny v silanizovaných kanálcích 200 µm hlubokých, které byly vyleptané do 
mikroskopického sklíčka. Polymerace byla iniciována UV zářením, monolity byly 
morfologicky charakterizovány a použity pro separaci polystyrenových standardů 
v normálním i reverzním chromatografickém módu [15]. Monolitické tenké vrstvy na 
bázi styrenu a divinylbenzenu byly připraveny tepelnou iniciací [16]. Na rozdíl od UV 
iniciace, tepelná iniciace v tenké vrstvě je homogenní a muselo být tedy opět použito 
nesilanizované krycí sklíčko. V opačném případě se monolit rovnoměrně přichytil 
k nosnému i krycímu sklu. Svrchní hladká vrstva monolitu byla odstraněna lepicí 
páskou a monolit byl dále modifikován “hypercrosslinking” technikou a byl tak vhodný 
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pro separaci malých i velkých molekul s MALDI-TOF-MS detekcí [16]. Tenké vrstvy 
jsou jedním ze směrů stále se rozvíjející chemie a technologie monolitických 
stacionárních fází [17]. Cílem této části práce bylo zavedení techniky přípravy monolitů 
v podmínkách laboratoří Katedry analytické chemie PřF UK, jelikož reprodukovatelnost 
přípravy je u monolitických stacionárních fází obecným problémem. Složení 
polymerizačních směsí bylo voleno na základě předpokládané aplikace pro separace 
látek v normálním chromatografickém módu s MS detekcí a desorpční fotoionizací za 
atmosférického tlaku (DAPPI). Klasické aluminiové desky pokryté silikagelovými 
částicemi nejsou pro tyto otevřené ionizační techniky příliš vhodné, jelikož jejich 
částečky by mohly MS detektor poškodit. DAPPI je měkká ionizační technika, která 
byla představena v roce 2007 [18] a která je vhodná i pro přímou analýzu léčiv z 
biologických vzorků [19]. Ionizace pomocí DAPPI z monolitických TLC destiček 
dosud testována a publikována nebyla.  
2.2 Experimentální část 
2.2.1 Použité chemikálie, materiál a přístroje 
Monolitické stacionární fáze byly připraveny na broušených mikroskopických 
sklíčkách o rozměrech 76 x 21 x 1 mm od společnosti P-Lab (Praha, Česká republika). 
K silanizaci sklíček byl použit hydroxid sodný (p. a.), kyselina chlorovodíková (p. a.) 
od společnosti Lachema (Neratovice, Česká republika), voda upravená přístrojem 
Milli-Q water purification system (Merck-Millipore, USA), 3-(trimethoxysilyl)propyl-
methakrylát (99%) od firmy Sigma-Aldrich (Praha, Česká republika), toluen (99%) a 
methanol (HPLC gradient grade) od firmy Merck (Darmstadt, Německo). Sklíčka byla 
sušena v sušárně  UE 200 od firmy Memmert (Schwabach, Německo). Druhou část 
formy na přípravu tenkých vrstev tvořilo extrudované akrylátové plexisklo Plexiglas XT 
o tloušťce 3 mm od firmy Zenit (Praha, Česká republika) nařezané na destičky 
o rozměrech 76 x 21 mm. K oddělení sklíčka a plexisklové destičky bylo použito 
těsnění Teflon FEP o tloušťkách 25, 50, 76 a 127 µm nařezané na proužky o rozměrech 
85 x 4 mm od firmy Katco (Hemel Hemstead, UK). Polymerizační směsi byly 
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připraveny z glycidyl-methakrylátu (99%), 2-hydroxyethyl-methakrylátu (99%), 
ethylen-dimethakrylátu (99%), propan-1-olu (99%), dekan-1-olu (99%), 
cyklohexanolu (99%), butan-1,4-diolu (99%) a 2,2-dimethoxy-2-fenyl-
acetofenonu (99%) od společnosti Sigma-Aldrich (Praha, Česká republika). Chemikálie 
byly navažovány na analytických vahách XE Series Model 100A od společnosti Denver 
Instrumentation Company (Bohemia, USA). Směsi byly odplyňovány v ultrazvukové 
lázni Elmasonic S15H od společnosti P-Lab (Praha, Česká republika) a probublávány 
dusíkem (99,999%) od společnosti Linde (Praha, Česká republika). K iniciaci 
polymerizace byla použita ruční UV lampa se dvěma 15W výbojkovými trubicemi 
poskytující záření o vlnové délce 254 nm od společnosti P-Lab (Praha, Česká 
republika). Destičky byly oplachovány hexanem (99%) od společnosti Merck (Praha, 
Česká republika). Detekce DAPPI byla testována za použití verapamilu (99%), acetonu 
(99%) a toluenu (99%) od společnosti Sigma-Aldrich (Praha, Česká republika) na 
přístroji LTQ Orbitrap XL od firmy Thermo Fisher Scientific (San Jose, USA). Data 
byla vyhodnocena pomocí softwaru XCalibur™ od stejného dodavatele.  Iontový zdroj 
DAPPI byl postaven v laboratoři oddělení hmotnosti spektrometrie Ústavu organické 
chemie a biochemie (Praha, Česká republika). Molekuly byly ionizovány vakuovou UV 
lampou PKR 106 od firmy Heraeus Noblelight (Hanau, Německo). K porovnání byly 
použity destičky TLC silica gel 60 F254 MS-grade od společnosti Merck (Praha, Česká 
republika). Rychlost vzlínání hexanu byla testována ve 250mL skleněné lahvi se 
šroubovacím uzávěrem od společnosti P-Lab (Praha, Česká republika). 
2.2.2 Postup přípravy a testování monolitických tenkých vrstev 
V první fázi přípravy bylo mikroskopické podložní sklíčko silanizováno, aby se 
k němu mohl kovalentně navázat vznikající monolit. Sklíčko bylo nejprve vloženo do 
1M roztoku NaOH ve vodě při laboratorní teplotě na dobu 3 hodiny. Poté bylo důkladně 
opláchnuto vodou, vloženo na 30 minut do vodného roztoku HCl o koncentraci 
0,5 mol/L, znovu důkladně opláchnuto vodou a vysušeno při 120 °C po dobu 60 minut. 
Suché sklíčko bylo ponořeno na 2 hodiny do 20% roztoku 3-(trimethoxysilyl)propyl-
methakrylátu v methanolu. Reakce proběhla při laboratorní teplotě a za nepřístupu 
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světla. Silanizované sklíčko bylo důkladně opláchnuto methanolem a vodou a vysušeno 
za nepřístupu světla při laboratorní teplotě po dobu minimálně 16 hodin.  
Po provedené modifikaci mikroskopického sklíčka byla sestavena forma na 
tvorbu monolitických tenkých vrstev. Plexisklová destička byla otřena buničinou 
namočenou v methanolu a otřena do sucha. Po delších stranách destičky byly přiloženy 
proužky teflonového těsnění o definované tloušťce. Destička s těsněním byla překryta 
silanizovaným sklíčkem tak, aby horní okraj sklíčka byl 5 mm pod horním okrajem 
destičky. Mezi destičkou a sklíčkem tak vznikl prostor pro přípravu monolitických 
stacionárních fází o známé tloušťce. Části formy byly k sobě upevněny po stranách 
s těsněním čtyřmi kancelářskými svorkami. Forma byla ve svislé poloze naplněna 
polymerizační směsí. Směs byla dávkována po kapkách z pipety na horní část formy. 
Po naplnění formy bylo na okraje přidáno několik dalších kapek směsi pro zabránění 
vysychání a nahrazení ztrát způsobených smršťováním monolitu během polymerizace. 
Naplněná forma byla ve vodorovné poloze sklíčkem vzhůru vložena pod UV lampu 
ve vzdálenosti 5 cm od zdroje záření. Polymerizace typicky probíhala po dobu 
25 minut, poté byla forma rozebrána a vzniklý monolit byl promyt methanolem 
a hexanem. Naplněná forma byla ve vodorovné poloze sklíčkem vzhůru vložena pod 
UV lampu ve vzdálenosti 5 cm od zdroje záření. Polymerizace typicky probíhala po 
dobu 25 minut, poté byla forma rozebrána a vzniklý monolit byl promyt methanolem 
a hexanem. 
Polymerizační směs byla připravena do 5,0mL tmavé vialky. Všechny složky 
směsi byly odvažovány. Iniciátor DMPAP byl nejprve rozpuštěn v monomerech (GMA, 
HEMA, EDMA) v zastoupení 1 % hm. vůči monomerům a poté byly přidány porogenní 
složky (cyklohexanol, propan-1-ol, dekan-1-ol, butan-1,4-diol). Směs byla 
ultrazvukována po dobu 10 minut a probublávána dusíkem po dobu 15 minut. Hotová 
směs byla uchovávána při 4 °C. V tabulce 6 jsou uvedena složení směsí S1 až S14 












































































































































































































































































Mechanická odolnost stacionárních fází byla testována prostým otěrem. Čas 
potřebný k navzlínání hexanu byl měřen po vložení sklíčka s monolitickou tenkou 
vrstvou do lahve, ve které byl 1 cm hexanu a která byla 30 minut před měřením 
ponechána k ekvilibraci nasycení par. K testování ionizace pomocí DAPPI byl použit 
roztok verapamilu v methanolu o koncentraci 10 mmol/L. Na destičku byl dávkován 
objem 1,0 µl. Výkon na sprejovacím mikročipu byl nastaven na 4,5 W, což odpovídá 
teplotě spreje 250 °C - 300 °C na povrchu destičky. Sprej byl tvořen průtokem toluenu 
10 µL/min a dusíkem o průtoku 180 mL/min. Destička byla sprejována pod úhlem 45 ° 
do kapiláry o teplotě 340 °C s napětím 7,0 V. Napětí ve fragmentační části iontové 
optiky (Tube lens voltage) bylo nastaveno na 44,9 V. Měření bylo provedeno 
v pozitivním módu. 
2.3 Výsledky a diskuze 
2.3.1 Vývoj postupu přípravy monolitických TLC destiček 
Základní princip přípravy monolitických tenkých vrstev mezi dvěma 
silanizovanými sklíčky, oddělenými teflonovým těsněním pomocí UV iniciace, byl 
převzat z publikovaných prací [11 – 14]. Prvotní experimenty byly provedeny 
s polymerizační směsí S1, jejíž složení bylo rovněž převzato z [14]. Nejprve byl 
aplikován silanizační postup vyvinutý v naší laboratoři pro přípravu styren-
divinylbenzenových monolitů v křemenných kapilárách [20]. V tomto případě 
silanizační reakce probíhala za použití 10% 3-(trimethoxysilyl)propyl-methakrylátu 
v toluenu. Monolit o tloušťce 50 µm polymerovaný po dobu 45 minut se však nenavázal 
ani na jedno sklíčko a bylo možné ho smýt i proudem vody ze střičky. V dalším kroku 
byl tedy silanizační postup publikovaný pro monolitické TLC [11-14] upraven na 
postup popsaný v kapitole 2.2.2. Silanizace v methanolu byla pro methakrylátové 
monolity vhodnější. Monolit připravený ze směsi S1 o tloušťce 50 µm se po 5, 10, 15, 
30, 45, 60 i 120 minutách polymerizace přichytil k vrchnímu i spodnímu sklu tak, že 
formu nebylo možné ani rozebrat. Při použití nesilanizovaného spodního krycího skla 
bylo možné formu rozebrat, ale monolitická tenká vrstva se nerovnoměrně přichycovala 
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ke spodnímu sklu, a nebylo tak možné připravit homogenní vrstvu monolitické fáze 
pouze na jednom sklu. Podobné chování vykazovaly i monolity připravené ze směsí S2 
až S6 (viz tab. 6) s dobou polymerizace 10 a 30 minut a tloušťce 50 µm. Mikroskopické 
sklíčko tvořící spodní díl formy bylo tedy nahrazeno plexisklovou destičkou. 
Monolitické vrstvy (50µm) připravené ze směsí S1 a S3 se k plexisklové destičce 
nepřichytily ani po 120 minutách polymerizace, pravděpodobně z důvodu hladšího a 
inertnějšího povrchu destičky než skla.  
Optimální doba polymerizace byla testována na směsích S1 až S4 pro monolitické 
vrstvy o tloušťce 50 µm. Monolity polymerovaly po dobu 5, 15, 25, 45, 60 a 120 minut 
a jako univerzální doba polymerizace byla nalezena hodnota 25 minut, po které se 
vzhled všech připravených monolitů již dále neměnil. Směs S3 byla zvolena pro 
testování vlivu síly teflonového těsnění. Monolitické vrstvy z této směsi byly 
připraveny při použití 25, 50, 76 a 127µm těsnění s dobou polymerizace 10, 25 a 
45 minut. Pro vytvoření monolitu o tloušťce 25 µm byl dostačující čas polymerizace 10 
minut. Silnější monolity bylo potřeba polymerovat alespoň 25 minut. Vzhled a 
průhlednost bílých monolitů o tloušťkách 50, 76 a 127 µm byly srovnatelné po 25 
i 45 minutách. Pro další experimenty byla vybrána síla těsnění 50 µm, jelikož formu 
oddělenou 25µm těsněním bylo velmi obtížné naplnit bez přítomnosti vzduchových 
bublin (viz dále). 
 Plnění formy polymerizační směsí bylo od počátku příprav komplikovaným 
problémem vyskytujícím se u všech složení směsí i druhů forem (silanizované sklo + 
silanizované sklo; silanizované sklo + sklo; silanizované sklo + plexisklo). Při plnění se 
ve formě tvořily bubliny vznikající i nepatrným zpomalením čela kapaliny v určitém 
místě. Na směsích S1 a S3 byl testován vliv ultrazvukování, probublávání dusíkem či 
teploty směsí (-18, 4 a 23 °C) těsně před vlastním plněním, avšak ani jeden z těchto 
faktorů neměl přímý vliv na tvorbu bublin ve formě. Dále byl sledován případný vliv 
rozdílného sevření formy svorkami, které mohlo způsobit větší stlačení obou vrstev 
v určitých místech formy, a tedy i rozdílné prostředí pro tok kapaliny. Tento jev byl sice 
při plnění pozorovatelný změnou rychlosti části profilu kapaliny v okolí svorek, ale 
pouze výjimečně vedl ke tvorbě bublin. Klíčovým faktorem pro tvorbu bublin byla 
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příprava a mytí skla po silanizaci. Sklíčko muselo být po silanizaci důkladně opláchnuto 
nejen methanolem jako čistým rozpouštědlem silanizačního činidla, ale také vodou. Při 
oplachu pouze methanolem zůstávaly na skle zaschlá rezidua z methanolu a 
silanizačního činidla, která nebylo možné rozleštit buničinou, případně ani nebyla 
viditelná. Tyto nečistoty způsobovaly zpomalování profilu kapaliny při plnění a tvorbu 
bublin. Bylo-li sklíčko po methanolu důkladně opláchnuto vodou a ponecháno volnému 
uschnutí při laboratorní teplotě, žádná rezidua na sklíčku nezůstala, případně bylo 
možné je snadno setřít buničinou. Formu z takto připraveného skla a plexiskla bylo 
možné naplnit zcela bez bublin s výjimkou formy oddělené 25µm teflonovým filmem. 
V takto úzkém prostoru se pravděpodobně významněji projevily vlivy různé adheze 
polymerizační směsi k různým povrchům (sklo + plexisklo) a nerovnoměrného stlačení 
formy svorkami, a proto se nepodařilo formu naplnit zcela bez bublin, přestože 
silanizované sklíčko bylo řádně omyto. 
2.3.2 Mechanická odolnost a rychlost vzlínání pro monolitické TLC destičky 
Předpokládaná aplikace monolitických TLC destiček pro chromatografii 
v normálním módu s DAPPI detekcí vyžadovala přípravu mechanicky odolných 
stacionárních fází, skrze které by dobře vzlínala mobilní fáze na bázi hexanu. 
Monolitické vrstvy na bázi GMA (směsi S1 a S2, viz tab. 6) byly mechanicky velmi 
neodolné a jejich povrch bylo možné narušit i proudem methanolu ze střičky.  
Výrazně mechanicky odolnější byly monolity na bázi HEMA a to především při 
použití porogenní směsi propan-1-ol/butan-1,4-diol (směs S3). Tento monolit měl velmi 
pevnou a hladkou strukturu s lesklým povrchem. Negativními vlastnostmi této 
stacionární fáze bylo pomalé vzlínání hexanu (více než 30 minut), výrazné smršťování 
monolitu během polymerizace vedoucí k neúplné tvorbě monolitu v rozích destičky a 
praskání monolitu po jeho promytí methanolem, ethanolem či vodou. Úplnější 
polymerizace v rozích bylo dosaženo zakápnutím hran formy směsí před vlastní iniciací. 
Praskání monolitu bylo zabráněno promytím methanolem a následně hexanem. 
V hexanu monolit pravděpodobně nebobtnal tak jako v methanolu, a po vysušení tedy 
nepraskal. Polymerizací směsi S4 obsahující HEMA a porogenní směs 
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cyklohexanol/dekan-1-ol byl získán monolit mechanicky méně odolný než monolit ze 
směsi S3, ale více odolný než monolity na bázi GMA. Povrch monolitu nebyl na pohled 
tak hladký a lesklý jako povrch monolitu vzniklého při použití porogenní směsi 
propan-1-ol/dekan-1-ol. Monolit (S4) polymeroval zcela i v rozích destičky a po 
promytí methanolem nepraskal. Hexan monolitickou vrstvou navzlínal během dvou 
minut a jedinou nevýhodou tohoto monolitu byla mechanická neodolnost, jelikož bylo 
možné ho narušit otěrem ruky.  
Modifikacemi směsi S3 ve složení porogenní směsi (směsi S5 a S6) a v obsahu 
síťovacího činidla (S7 a S8) byly vytvořeny monolity podobných charakteristik jako 
monolit S3. Přestože struktura monolitů byla s největší pravděpodobností rozdílná, 
všechny byly mechanicky velmi odolné, měly hladký a lesklý povrch a trpěly dlouhým 
vzlínáním hexanu (30 minut a více). Stejné charakteristiky měl i monolit připravený ze 
směsi S9, ve které byl butan-1,4-diol nahrazen cyklohexanolem. Mechanická odolnost a 
pravděpodobně nízká porozita, díky které vzlínal hexan velmi pomalu, byla tedy dána 
přítomností propan-1-olu v porogenní směsi. Naopak mechanicky neodolný monolit, 
kterým hexan navzlínal během dvou minut, byl získán při nahrazení cyklohexanolu 
butan-1,4,-diolem v porogenní směsi s dekan-1-olem (směs S10). Přítomností 
dekan-1-olu tedy vznikal monolit se strukturou vhodnou pro chromatografii, avšak 
nevhodnou pro DAPPI ionizaci. Směsi S11 až S13 kombinující propan-1-ol a 
dekan-1-ol poskytly monolity, které se zvyšujícím se zastoupením propan-1-olu byly 
více mechanicky odolné, avšak se snižující se rychlostí vzlínání hexanu (2 minuty pro 
směs S 11, 15 minut pro směs S 12 a 30 minut pro směs S13). Mechanicky dostatečně 
odolného monolitu, kterým by hexan vzlínal v řádu jednotek minut, nebylo dosaženo 
ani přístupem kombinujícím butan-1,4-diol a cyklohexanol, kdy vznikla křehká a málo 
propustná stacionární fáze.    
&111
2.3.3 Testování ionizace technikou DAPPI 
Monolitickou TLC destičku, která by byla mechanicky odolná a zároveň snadno 
aplikovatelná pro chromatografii v normálním módu, se nepodařilo připravit (viz 
kapitola 2.3.2). K testování ionizace technikou DAPPI byla proto použita 50µm 
stacionární fáze připravená z polymerizační směsi S3 (viz tab. 6). Tato destička 
vykazovala dobrou mechanickou odolnost, a tak byla minimalizována pravděpodobnost 
poškození MS detektoru. Na obrázku 20 jsou znázorněna hmotnostní spektra 
verapamilu získaná ionizací technikou DAPPI z komerčně dostupné silikagelové TLC 















Obr. 20 Hmotnostní spektrum verapamilu (Mr = 454 g/mol). Koncentrace verapamilu: 
10 mmol/L. Dávkovaný objem: 1,0 µL. Ionizace DAPPI v pozitivním módu z TLC silica 
gel 60 F254 MS-grade destičky (A) a monolitické TLC destičky S3 (B). Experimentální 
podmínky viz kapitola 2.2.2. Hmotnostní spektrometr LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher 
Scientific). 
Ionizací technikou DAPPI bylo z obou stacionárních fází naměřeno hmotnostní 
spektrum odpovídající molekulovému aduktu [verapamil+H]+. Z monolitické tenké 
vrstvy byl však získán přibližně desetkrát větší signál než ze silikagelové destičky. 
Účinnější ionizace byla pravděpodobně zapříčiněna menší tloušťkou monolitické 
stacionární fáze (50 µm) oproti silikagelové destičce (cca 195 µm). Díky tenčí vrstvě 
stacionární fáze bylo pro desorpční sprej k dispozici více analytu a byl naměřen větší 
signál. Vysoká teplota při ionizaci monolitickou stacionární fázi nijak viditelně 
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3. Závěr 
V první části práce byly vyvinuty a validovány metody pro stanovení čistoty 
léčivých přípravků kombinujících více účinných látek. Metoda pro stanovení obsahu 
nečistot v paracetamolu, kodein fosfát hemihydrátu a pitofenon hydrochloridu 
v přítomnosti fenpiverin bromidu byla založena na iontově párové chromatografii a 
standardní HPLC instrumentaci. Byl vyvinut postup přípravy vzorku z čípkové lékové 
formy zajišťující dostatečnou výtěžnost nečistot a stabilitu vzorku. Separace všech 
nečistot bylo dosaženo i při použití chromatografie v reverzním módu, avšak tato 
metoda byla potvrzena jako nerobustní s ohledem na změny pH a obsahu methanolu 
v mobilní fázi. Analýzou vzorku čtyři roky po jeho výrobě byl potvrzen hlavní 
degradační produkt pitofenon hydrochloridu a aplikovatelnost metody pro analýzu 
stabilitních vzorků léčivého přípravku Spasmopan®. Obsah nečistot v tabletách 
kombinujících amlodipin besilát, valsartan a hydrochlorothiazid byl stanoven UHPLC 
metodou v reverzním separačním módu. Postup přípravy vzorku z potahovaných tablet 
byl vyvinut s ohledem na dostatečnou výtěžnost nečistot, kompatibilitu s gradientovou 
elucí a stabilitu vzorku. Cílenou degradační studií byly potvrzeny hlavní degradační 
produkty všech tří účinných látek a aplikovatelnost metody pro analýzu stabilitních 
vzorků kombinovaných tablet.  
V rámci druhé části práce byly připraveny monolitické TLC destičky. Metodika 
přípravy monolitických stacionárních fází ve formě tenkých vrstev byla realizována 
v podmínkách laboratoří Katedry analytické chemie PřF UK. Po optimalizaci 
jednotlivých fází přípravy byly získány homogenní stacionární fáze navázané na 
silanizované mikroskopické sklíčko. Připravené monolitické vrstvy byly na bázi 
methakrylátových monomerů a polymerizace byla iniciována UV zářením. Byly 
připraveny mechanicky odolné destičky s hladkým a lesklým povrchem, avšak se 
špatnou propustností pro mobilní fázi. Stacionární fáze vhodné pro průtok mobilní fáze 
byly mechanicky velmi neodolné a nevhodné pro ionizaci analytů metodou DAPPI. 
Z mechanicky odolné monolitické tenké vrstvy byl ionizován verapamil metodikou 
DAPPI s vyšší účinností než z komerční silikagelové TLC destičky.   
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